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 RESUMEN 
El cáncer de cuello uterino es un problema de salud pública en Colombia, con una 
incidencia de 21.5 X 100000 mujeres al año. Se ha demostrado una fuerte relación entre la 
infección con el virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo y el desarrollo de cáncer 
cervical y de sus lesiones precursoras. La presencia de VPH es así, una causa necesaria 
pero no suficiente para el desarrollo de cáncer cervical y otros factores del virus, del 
huésped y del ambiente pueden estar involucrados en la oncogénesis cervical. Uno de estos 
factores es la enzima telomerasa, ésta ha sido asociada con procesos de inmortalización 
celular y que está compuesta una subunidad catalítica con actividad transcriptasa reversa, 
codificada por el gen hTERT, y un componente de ARN (TR o TER), que sirve como 
molde para sintetizar las repeticiones telomericas. Algunos estudios han sugerido que el 
estado de metilación del gen hTERT está asociado con  la desregulación en la expresión de 
la proteína, además de proponer que en cáncer cervical esta alteración puede ser medida por 
la patogénesis del virus del papiloma humano. Sin embargo en la actualidad se sabe poco 
sobre el papel de la metilación del gen hTERT y su asociación con la infección por VPH en 
la carcinogénesis cervical. La mayoría de los ensayos usados para analizar patrones de 
metilación son laboriosos, poco informativos y costosos; es por ello que se requiere del 
desarrollo de técnicas de fácil manejo, óptimas para la obtención de esta información y que 
permitan analizar eficientemente grandes números de muestras. En este trabajo se 
desarrollo un nuevo método basado en el ensayo de línea reversa para el análisis de 
metilación del gen hTERT y se estableció su asociación con la infección por Virus de 
Papiloma Humano en tejidos de pacientes con cáncer cervical invasivo. 205 muestras de 
tejidos de pacientes con cáncer cervical invasivo fueron analizadas, 115 de tejidos 
embebidos en parafina y 90 de tejidos frescos congelados. Para establecer el estado de 
metilación del gen hTERT se desarrolló y valido la técnica Reverse line blot sensible a 
metilación la cual permite el análisis de 44 muestras y dos regiones del gen en un solo 
ensayo (región del promotor y primer exón). La tipificación para infecciones por VPH de 
alto riesgo (AR) se estableció uutilizando el ensayo PCR-GP5+/GP6+bio-Reverse Line 
Blot (RLB) que permite la identificación de 14 tipos de VPH-AR. 105 muestras fueron 
positivas para el análisis de metilación de las cuales 20 (23,2%) hacían parte del grupo de 
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los tejidos embebidos en parafina y 85 (97,7%) de los tejidos frescos congelados. El 67% 
de las muestras no presento metilación, 32,4% presento metilación parcial y ninguna 
presento metilación completa. Al realizar el análisis de metilación por regiones se encontró 
que la región del primer exón presento un porcentaje de metilación más elevado (32,4%) 
con respecto a la región del promotor (20%), porcentajes similares se encontraron cuando 
se realizó el análisis por separado de tejidos frescos y tejidos embebidos en parafina. Para la 
tipificación del VPH 157 muestras dieron positivas de las cuales 140 (89,2%) presentaron 
infecciones simples y 17 (10,8%) presentaron infecciones múltiples, el VPH tipo 16 
(58,6%) fue el más frecuente seguido por el VPH tipo 18 (8,6%). Se realizó el análisis de 
asociación con 98 muestras que fueron positivas para tipificación y para el estado de 
metilación del gen hTERT. Se tuvieron en cuenta dos tipos de análisis de asociación uno 
descriptivo debido a las bajas frecuencias de algunos tipos virales y otro estadístico que 
comprendió las dos especies de VPH que contienen la mayoría de tipos de AR, las especies 
alfa 7 y alfa 9. El VPH tipo 16 fue el más frecuente presentándose en el 59,2% de las 
muestras. Al igual que en el análisis de metilación, la región del primer exón presento un 
porcentaje de metilación mayor que la del promotor en todas las muestras que fueron 
positivas para el VPH-AR. Por otra parte al realizar el análisis descriptivo agrupando los 
tipos de VPH por especie se observó que todos los tipos pertenecientes a la especie alfa 7 
presentaron un patrón de 0% de metilación en la región del promotor, contrario a lo 
observado en las otras especies que siempre presentaron algún porcentaje de metilación en 
esta misma región. Al realizar el análisis estadístico se estableció que existe una asociación 
significativa entre el estado no metilado de la región del promotor y las especies de VPH 
alfa 7 y alfa 9 (p=0,01 y 0,04). Por otra parte al realizar el análisis de asociación para el 
estado de metilación entre regiones del gen se encontró que existe una asociación 
estadísticamente significativa (p=0,005), lo que sugiere que el estado de metilación de la 
región del promotor influye en la metilación del primer exón. El Reverse line blot sensible 
a Metilación, desarrollado y validado en este trabajo permite la identificación de tres 
patrones de metilación en dos regiones del gen hTERT y Presenta ventajas con respecto a 
otras técnicas debido a su alta sensibilidad, especificidad, el costo de implementación, 
facilidad para su implementación y realización. Se presentó un bajo porcentaje de 
metilación en las dos regiones del gen analizadas debido a que estas regiones son 
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importantes por contener sitios de unión que favorecen la transcripción y es importante 
mantener bajo nivel de metilación en este tipo de muestras telomerasa positivas. Además se 
encontró que la metilación del promotor puede influir en el comportamiento epigenético del 
primer exón en el gen hTERT. Por otra parte en este trabajo se observó que los tipos de 
VPH pertenecientes a la especie alfa 7 siempre se relacionan con un estado no metilado en 
la región del promotor, contrario a la especie alfa 9 que en el 95% de los tipos exhibe algún 
porcentaje de metilación. Lo que indica que posiblemente exista un mecanismo que asegure 
un estado libre de metilación en la región del promotor y este puede jugar un papel 
fundamental en la expresión de hTERT. Este es el primer trabajo a nivel mundial que 
establece una asociación entre el estado de metilación de dos regiones del gen hTERT con 
las especies y tipos de VPH de alto riesgo en muestras de pacientes con cáncer cervical 
invasivo. 
 
 
Palabras Clave: 1) Telomerasa, 2) Virus de papiloma humano, 3) Metilación, 5) Cáncer 
cervical, 6) Gen hTERT. 
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ABSTRAC 
Cervical cancer has an incidence of 21.5 X 100,000 women per year. It has shown a strong 
relationship between infection with human papillomavirus (HPV) high-risk and the 
development of cervical cancer and its precursor lesions. The presence of HPV is thus a 
necessary but not sufficient cause for the development of cervical cancer and other factors 
of the virus, the host and the environment may be involved in cervical oncogenesis. One of 
these factors is the enzyme telomerase , it has been associated with cell immortalization 
process and composed of a catalytic subunit with reverse transcriptase activity , encoded by 
the hTERT gene , and an RNA component (TR or TER) , which serves as template to 
synthesize the telomeric repeats . Some studies have suggested that the methylation status 
of the hTERT gene is associated with the deregulation of expression of the protein in 
addition to cervical cancer propose that this change can be mediated by the pathogenesis of 
human papillomavirus. But now little is known about the role of hTERT gene methylation 
and its association with HPV infection in cervical carcinogenesis. Most assays used to 
analyze methylation patterns are laborious , costly uninformative , which is why it requires 
the development of techniques for easy handling, optimal for obtaining this information and 
allow efficiently analyze large numbers of samples. In this paper we develop a new method 
based on reverse line assay for methylation analysis of hTERT gene and its association with 
the infection of Human Papilloma Virus in tissues of patients with invasive cervical cancer. 
Tissue samples from 205 patients with invasive cervical cancer were analyzed, 115 of 
paraffin embedded tissues and frozen fresh tissue 90. For Establishing the methylation state 
of the hTERT gene was developed and validated the technique Reverse line blot 
methylation sensitive which allows the analysis of 44 samples and two regions of the gene 
in a single assay (promoter region and first exon). Typing for HPV infections high risk 
(AR) was made whit PCR assay GP5 + / GP6 + bio -Reverse Line Blot (RLB) that allows 
the identification of 14 HR-HPV types. 105 samples were positive for methylation analysis 
20 (23.2 %) were part of the group of tissues embedded in paraffin and 85 (97.7 %) of 
fresh-frozen tissue. The 67% of the samples presented no methylation, partial methylation 
32.4% and complete methylation no present in any sample. When was performed the 
analyzing of methylation for regions was found that the region of the first exon present a 
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higher percentage of methylation (32.4%) with respect to the promoter region (20%), 
similar percentages were found when the analysis was performed separately fresh tissue 
and paraffin-embedded tissues. For HPV typing positive samples were 157 of which 140 
(89.2%) had single infections and 17 (10.8%) had multiple infections, HPV type 16 
(58.6%) was the most frequent followed by HPV type 18 (8.6%). We performed association 
analysis with 98 samples that were positive for typing and for the methylation status of the 
hTERT gene. We considered two types of association a descriptive analysis due to the low 
frequency of some types of HPV and statistical that included the two species that 
containing HPV most types of AR, species alpha 7 and alpha 9. HPV type 16 was the most 
frequently appearing in 59.2 % of samples. As in the methylation analysis, the region of the 
first exon presents a higher percentage of methylation compared of the region promoter in 
all samples that were positive for HPV-AR. In addition to performing descriptive analysis 
of HPV types grouped by species was observed that all types belonging to the species alpha 
7 showed a pattern of 0 % methylation in the promoter region, contrary to what is observed 
in other species always presented some percentage of methylation in this same region. By 
statistical analysis it was established that there is a significant association between the 
unmethylated state of the promoter region and species of HPV alpha 7 and alpha 9 (p=0.01 
and 0.04). On the other hand when performing association analysis for the methylation 
status between regions of the gene was found that there is a statistically significant 
association (p=0.005), suggesting that the methylation status of the promoter region 
methylation influences first exon. Reverse line blot the methylation sensitive developed and 
validated allows the identification of three methylation patterns in two regions of the 
hTERT gene and has advantages over other techniques because of its high sensitivity, 
specificity, cost of implementation, ease for implementation and realization. Showed a low 
percentage of methylation in the two regions of the gene analyzed because these regions are 
important to contain binding sites that promote transcription and it is important to maintain 
low levels of methylation in these samples positive telomerase. In addition we found that 
promoter methylation can influence the behavior epigenetic of the first exon the hTERT 
gene. Moreover, in this study we found that HPV types belonging to the species alpha 7 are 
always associated with a non-methylated at the promoter region, contrary to the species 
alpha 9 which in 95% of the types exhibits some percentage methylation. Indicating that 
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there may be a mechanism to ensure a free state of methylation in the promoter region and 
this may play a role in the expression of hTERT. This is the first study worldwide that 
establishes an association between the methylation status of two regions of the hTERT gene 
with species and types of high-risk HPV in samples from patients with invasive cervical 
cancer. 
Keywords: 1) Telomerase, 2) Human Papilloma Virus, 3) methylation, 5) cervical cancer, 
6) Gene hTERT. 
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INTRODUCCIÓN 
El cáncer de cuello uterino es un problema de salud pública en Colombia, con una 
incidencia de 21.5 por 100000 mujeres año (Globocan 2008). El Virus del papiloma 
Humano (VPH) es considerado como una causa necesaria pero no suficiente para el 
desarrollo de cáncer cervical, otros factores del virus, del huésped y del ambiente pueden 
estar involucrados en la oncogénesis cervical. Así mismo, factores celulares como la 
expresión de marcadores asociados con la inmortalización celular podrían jugar un papel 
importante en el proceso de carcinogénesis cervical. 
 Uno de los marcadores de inmortalización celular, que se relaciona con la mayoría 
de cánceres es la telomerasa, la cual es una enzima con actividad transcriptasa reversa que 
adiciona repeticiones de hexanucleotidos TTAGGG en los extremos de los cromosomas 
(telómeros) (1;2). Esta holoenzima ha sido asociada con procesos de inmortalización 
celular evitando la erosión y acortamiento de los telómeros. Se han detectado niveles 
elevados de esta enzima en diferentes tipos de cánceres (pulmón, páncreas, hepatocelular, 
próstata, piel y gastrointestinales) mientras que en tejidos sanos sus niveles son muy bajos, 
por lo que algunos investigadores la han propuesto como un marcador de progresión (3;4). 
El complejo de la telomerasa se compone de dos subunidades principales, un componente 
estructural de ARN (hTERC) que sirve como plantilla durante la elongación del telómero y 
una subunidad catalítica con actividad transcriptasa reversa (hTERT), la sobreexpresión de 
esta subunidad se observa únicamente en células telomerasa positivas, lo que sugiere que la 
expresión de hTERT controla la actividad de la telomerasa (5;6). Debido a que se ha 
descrito que existe una asociación fuerte entre la expresión de la proteína hTERT y la 
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actividad de la telomerasa, y esta última se ha asociado con el desarrollo y progresión a 
cáncer, se hace necesario estudiar los diferentes tipos de regulación que sufre este gen.  
Dentro de los mecanismos de regulación, la metilación del DNA juega un papel 
muy importante pues se establece como un fenómeno epigenético que modula la expresión 
de muchos genes sin afectar su secuencia (7). En algunos tipos de cáncer como próstata, 
vejiga, pulmón, colon y leucemias, se ha observado que los patrones de metilación de 
algunos genes específicos pueden funcionar como marcadores tumorales (8).  
En el caso de hTERT hay divergencia entre los pocos estudios que se han realizado 
ya que algunos han reportado que hay una correlación positiva entre la hipermetilación del 
promotor, la expresión del ARNm de hTERT y la actividad de la telomerasa en tejidos 
tumorales de varios órganos, mientras que otros autores han reportado una correlación 
parcial o nula entre el estado de metilación del promotor y la expresión ya sea detectando la 
proteína o el ARNm en tejido tumoral (9-16). 
 En cáncer cervical son muy pocos los estudios que se han realizado para observar el 
estado de metilación del gen hTERT, solo se han publicado dos trabajos en los que se 
analiza la relación entre el estado de metilación del gen, la actividad del promotor, la 
expresión de RNAm y su asociación con la infección por VPH 16 y 18 en líneas celulares 
(16;17). Sin embargo, no hay ningún estudio en el que se haya realizado la asociación entre 
el estado de metilación del gen hTERT y la infección por diferentes tipos de VPH. La 
asociación entre estos marcadores en pacientes con cáncer cervical invasivo puede ser de 
gran importancia para proponer en el futuro nuevas estrategias de tratamiento basadas en el 
uso de agentes modificadores de la metilación del ADN, que puedan detener el proceso de 
transformación celular. Así mismo, analizar su asociación con el tipo de infección por 
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VPH, ayuda a profundizar en el papel que juegan los diferentes tipos de VPH de alto riesgo 
en la expresión de hTERT y la activación de la telomerasa. 
Este trabajo presenta el primer reporte a nivel mundial en el que se analiza la 
asociación entre el estado de metilación en dos regiones del gen hTERT y los diferentes 
tipos de VPH de alto riesgo en muestras de pacientes con cáncer cervical invasivo. Datos 
que aportan información sobre los mecanismos que relacionan al VPH con los cambios 
moleculares ocurridos dentro de la célula y que favorecen la malignidad. 
Por otro lado, en cuanto al análisis de metilación del gen hTERT, son escasos los 
estudios realizados para identificar patrones de metilación. Éstos análisis se basan en el 
empleo de técnicas en biología molecular dentro de las que se encuentran: MSP, 
MethyLight, Dot Blot sensible a metilación, Ms-SNuPE, DMS, entre otras, las cuales 
además de ser dispendiosas y costosas, suministran poca información y requieren de una 
cantidad significativa de DNA para llevar a cabo el ensayo (18-25). Esto hace evidente la 
necesidad de desarrollar nuevas técnicas que sean de fácil manejo, brinden mayor 
información epigenética y puedan ser usadas a gran escala en estudios de epidemiología 
molecular que fortalezcan las áreas de investigación básica y clínica en cáncer.   
El Reverse Line Blot sensible a metilación, desarrollado, estandarizado y validado 
en este trabajo como método de detección para el estado de metilación, permite la 
identificación de tres patrones de metilación en dos regiones del gen hTERT con resultados 
altamente sensibles y específicos. Este método es de fácil realización, no necesita de 
equipos especializados y es capaz de analizar un gran número de muestras en un corto 
periodo de tiempo, lo cual puede ser de gran importancia a nivel científico principalmente 
en el desarrollo de grandes estudios epidemiológicos. 
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1. MARCO TEORICO 
1.1. Metilación del ADN 
La metilación es un fenómeno epigenético que modula la expresión de muchos 
genes sin afectar la secuencia del ADN como tal y consiste en la transferencia de un grupo 
metilo al quinto carbono de las citosinas. En los humanos, la metilación se da 
específicamente en las citosinas que preceden una guanina y que son llamadas sitios CpG. 
Las secuencias CpG se encuentran generalmente agrupadas y ocupan una longitud 
aproximada entre 0.5 a 5kb de longitud y en promedio se encuentran cada 100kb a lo largo 
del genoma, el sitio donde se ubican estas agrupaciones es denominado islas CpG. Las islas 
CpG se encuentran en el 40 – 50% de las regiones proximales de los promotores de muchos 
genes humanos, incluyendo genes constitutivos y específicos de tejido. La metilación del 
ADN en las islas CpG da como resultado un silenciamiento estable de la expresión en los 
genes, presentándose principalmente durante la gametogénesis y el desarrollo embrionario 
donde juega un papel fundamental para el establecimiento de la impronta genética (8;26). 
Existen tres mecanismos básicos que actúan en la metilación del ADN estos son: 
Escritor, borrador y lector. En el primer mecanismo intervienen tres enzimas denominadas 
ADN metiltransferasas (Dnmt1, Dnmt3A y Dnmt3B), que son encargadas de catalizar la 
adición del grupo metilo a la citosina; este grupo de Dnmt se subdivide en dos clases, las 
metiltransferasas de Novo que son responsables de introducir metilación a sitios CpG que 
no presentaban ninguna modificación previa y donde  actúan las Dnmt3A, Dnmt3B. La 
segunda clase de metiltransferasas se denominan de mantenimiento que copia patrones de 
metilación preexistentes en la nueva cadena de ADN durante la replicación y se lleva a 
cabo por medio de la Dnmt1(26-28). 
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El segundo mecanismo (borrador) modifica y elimina el grupo metilo, esta acción 
puede ser pasiva o activa; la desmetilación pasiva ocurre en la división celular por medio de 
la inhibición de la Dnmt1 permitiendo incorporar una nueva citosina sin metilación y por 
consiguiente disminuyendo el nivel de metilación consecutivamente con cada división 
celular. La desmetilación activa puede ocurrir cuando hay o no división celular este proceso 
requiere reacciones enzimáticas para procesar el 5 metil citosina (5mC) y revertirlo a una 
citosina desprovista del grupo metilo, en mamíferos no se conoce un mecanismo claro que 
pueda deshacer el fuerte enlace carbono-carbono que conecta la citosina con el grupo 
metilo, por esta razón se produce la desmetilación a través de la reparación por escisión de 
bases (BER) que reemplaza la base 5mC por una citosina desnuda (26;28). 
El tercer y último mecanismo (lector) influye directamente en la expresión del gen, 
este mecanismo actúa por medio de dos vías, la primera funciona como una barrera que no 
permite la unión directa al ADN de factores que favorecen la transcripción y la segunda vía 
que actúa por medio de tres familias de proteínas (MBD, UHRF, Zinc-Finger) con alta 
afinidad por las regiones metiladas y que reclutan factores de represión para mantener el 
gen silenciado (26;28). 
Debido a que este mecanismo epigenético ejerce un control sobre la expresión de 
los genes, existen patrones de metilación definidos que mantienen la estabilidad y el 
funcionamiento normal de la célula, cuando hay fenómenos de cambio producidos por 
mutaciones y daño del ciclo celular este tipo de patrones se puede ver alterado (26;27). Se 
ha encontrado que un cambio en el estado de metilación conduce a la represión o re 
expresión de genes que favorecen la inmortalización celular, por lo que se considera que los 
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patrones de metilación de algunos genes específicos pueden funcionar como marcadores de 
progresión tumoral en diferentes tejidos (12;29-32). 
1.2. Telómeros, Telomerasa y Cáncer 
Los telómeros son complejos de ácido desoxirribonucleico (ADN) y proteínas que 
protegen  los extremos de los cromosomas de degradación o fusión, además son esenciales 
para el mantenimiento de la integridad genómica y juegan un papel importante en los 
procesos de envejecimiento celular. Debido a que la maquinaria de replicación no puede 
copiar totalmente el ADN los telómeros sufren un acortamiento progresivo con cada 
división celular y eventualmente activan mecanismos que terminan en senescencia celular y 
apoptosis, por esta razón se ha llegado a establecer que la longitud telomérica puede servir 
como un reloj molecular y que la acumulación de telómeros cortos en los seres humanos 
puede contribuir a los procesos de envejecimiento dependientes de la edad (33;34). 
El ADN telomérico en todos los organismos eucariotas consiste en secuencias cortas 
y repetitivas, la organización de tales repeticiones son similares entre las especies ya que 
estas usualmente contienen grupos de tres o más guaninas (G) y la cadena que las  
constituye  siempre se encuentra en el extremo 3´ de los cromosomas (3;6;35). El número 
de repeticiones en el telómero varía ampliamente entre las especies, para todos los 
vertebrados incluyendo los humanos la secuencia repetitiva es TTAGGG. Estas secuencias 
constituyen miles de bases a lo largo del final de los cromosomas, donde la cadena 
orientada en sentido 5`a 3` tiene un alto contenido de guanina y tiene un extremo que 
sobresale debido al “problema de la replicación”. Esta cadena puede formar complejos 
estructurales llamados G-cuadruplex y se ha descrito que estos arreglos estructurales se 
encargan de evitar que el ciclo celular se detenga y que se activen los mecanismos de 
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reparación del ADN que pueden reconocer a los telómeros como ADN dañado y 
posteriormente eliminarlos (2;33;35-40). Adicionalmente, existe un grupo especializado de 
seis proteínas llamado Shelterin o Telosoma compuesto por las proteinas: telomere repeat 
binding factors (TRF1 y TRF2), repressor/activator protein 1 (RAP1), TRF1‑interacting 
nuclear protein 2 (TIN2), TIN2‑interacting protein 1 (TPP1) y protection of telomeres 1 
(POT1)  que interactúan con la doble cadena y cadena sencilla del ADN telomérico 
previniendo la activación de los mecanismos de respuesta al daño del ADN en el final de 
los cromosomas y actuando en la regulación de la actividad de la telomerasa en las regiones 
teloméricas (33;41;42) (Figura 1). 
La telomerasa es una es una ribonucleoproteína con actividad transcriptasa reversa 
que permite el mantenimiento de la longitud telomérica, protegiéndolos de la inestabilidad 
o de la degradación cromosomal (43). Normalmente no es detectable en células somáticas, 
contrario a lo que se observa en células altamente proliferativas tales como las células 
germinales, células madre y cerca del 85%  de los canceres (2;13;40;43-45) .  
La telomerasa se reactiva durante el proceso de transformación celular y actúa por 
medio de la adición de repeticiones teloméricas que evitan la erosión progresiva del 
telómero, esto permite evadir los mecanismos de senescencia y apoptosis propios de cada 
célula después de determinadas divisiones (entre 50 y 100) y favorece la acumulación de 
mutaciones que facilitan los procesos de malignidad en las células. Por esta razón se ha 
sugerido que la enzima juega un papel importante en la inmortalización celular, 
presentando una fuerte relación entre el estado tumoral y el potencial metastásico de las 
células cancerígenas, lo cual hace de la telomerasa un marcador importante para el 
diagnóstico y terapia de algunos tipos de cáncer (5;15;46-48). 
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La telomerasa se compone por la proteína hTERT (Human Telomerase Reverse 
Transcriptase) subunidad catalítica encargada de la adición de nucleótidos a la región 
telomérica, un componente de Ácido Ribonucleico (ARN) denominado hTERC que actúa 
como plantilla para la adición de repeticiones teloméricas y una serie de proteínas (TCAB1, 
NHP2, NOP10, GAR1, Disquerina) que se asocian con las dos subunidades para facilitar el 
acoplamiento al telómero, procesividad y movilidad de la enzima. Sin embargo se ha 
comprobado que la expresión de hTERT y hTERC es suficiente para restablecer la 
actividad de la telomerasa (5;43;49-53) (Figura 2). 
Debido a que la telomerasa juega un papel fundamental en los procesos de 
inmortalización celular ha sido de gran importancia establecer los mecanismos de control 
que existen sobre cada uno de sus componentes y su incidencia en los niveles de expresión. 
Los mecanismos de regulación más estudiados son los epigenéticos (metilación del ADN) 
principalmente los que actúan sobre el gen hTERT ya que se ha comprobado que esta 
subunidad es fundamental para la reactivación  y funcionamiento de la telomerasa. 
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Figura 1. Estructura Telomérica 
(Tomado de R.T Calado y N. S Young, 2009) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Complejo de la telomerasa y sus componentes 
(Tomado de R.T Calado y N.S Young, 2009) 
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1.3. Expresión de  hTERT 
La proteína hTERT se ubica principalmente a nivel nuclear y se expresa en bajos 
niveles en células somáticas normales mientras que en la mayoría de los tumores es 
altamente expresada (54;55). hTERT es más conservada que la subunidad hTERC y 
contiene cuatro dominós principales, 1) el dominio de unión al ARN también llamado 
TRBD, 2) el dominio transcriptasa reversa, 3) un dominio C-terminal pobremente 
conservado y 4) un dominio N-terminal que está involucrado en el proceso de unión al 
primer (ARN) y facilita el proceso de adición de repeticiones teloméricas (1). 
El mecanismo más importante en la regulación de la expresión de este gen son los 
factores epigenéticos tales como la metilación del promotor y primer exón. Sin embargo, 
existen otros componentes que se asocian con la expresión y que se dan a nivel post-
transcripcional tales como el splicing alternativo. Se ha establecido que únicamente la 
forma completa de ARN mensajero (mRNA) permite la reactivación de la telomerasa. 
Existen trece variantes de splicing en el mRNA de hTERT que se dividen en dos: formas α 
producidas por la deleción de 36 nucleótidos del sexto exón que afecta el dominio 
transcriptasa reversa y las formas β por la deleción de 182 nucleótidos de los exones 7 y 8 
más la inserción de 38 nucleótidos que producen la terminación prematura de la traducción 
dando como resultado una proteína denominada β -hTERT. De esta forma las variantes de 
splicing tienen funciones de regulación que actúan como dominantes negativas tanto en 
células normales como en células tumorales (1;55). 
La fosforilación de hTERT también puede jugar un papel importante en la 
regulación de la función de la telomerasa. Se conocen numerosas quinasas y fosfatasas que 
pueden cambiar la estructura, localización o actividad de la enzima y se han detectado sitios 
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de fosforilación no específica en la estructura primaria de hTERT de los cuales solo unos 
pocos pueden ser modificados y afectar la actividad de la telomerasa (1). Sin embargo es 
muy poco lo que se conoce de las modificaciones postraduccionales que sufre esta proteína 
y cómo ellas pueden afectar su expresión.   
1.4. Gen hTERT 
 
El gen hTERT se ubica en la región 5p15.33, está compuesto por 16 exones, 15 
intrones y un promotor que consta de aproximadamente 3500 pares de bases (pb). La región 
del promotor de hTERT tiene gran cantidad de islas CpG y no contiene cajas TATA y 
CAAT, sin embargo existen varios sitios de unión a factores de transcripción que indican 
un alto nivel de regulación en múltiples contextos celulares. Dentro de los factores de 
transcripción que pueden activar el gen hTERT se encuentran diferentes oncoproteína tales 
como c-Myc, Sp1, HIF, AP2 y E6 en el caso de las infecciones por VPH de alto riesgo con 
progresión hacia cáncer cervical. También existen algunos factores de transcripción que 
regulan de manera negativa la expresión de hTERT dentro de los cuales se encuentran la 
proteína CTCF, MAD1, MAD3 y PITX (46;56-59). 
 La región responsable de regular la expresión del gen se denomina “Core 
promoter” o “centro del promotor” y comprende aproximadamente 330 pb corriente arriba 
del sitio de inicio de la transcripción (57;59;60). Al igual que a lo largo de todo el promotor 
se ha establecido que esta región contiene una alta densidad de sitios CpG lo que sugiere un 
papel potencial de procesos epigenéticos como la metilación, en la regulación de la 
expresión. El control mediado por metilación se asocia más comúnmente al silenciamiento 
génico, el cual puede resultar de la metilación aleatoria de regiones dispersas de islas CpG. 
Sin embargo en el caso de hTERT algunos estudios han reportado que hay una correlación 
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positiva entre la hipermetilación del promotor, la expresión del ARNm de hTERT y la 
actividad de la telomerasa en tejidos normales y tumorales de varios órganos. Por otra 
parte, otros autores han reportado una correlación parcial o nula entre el estado de 
metilación del promotor y la expresión ya sea a través de la detección de la proteína o el 
ARNm (9;15;58;61-65). 
1.5. Metilación del gen hTERT 
Aunque se ha reportado metilación en el promotor de hTERT en células de cáncer y 
células normales, hasta hace poco tiempo no era totalmente clara la correlación entre la  
actividad transcripcional y los perfiles de metilación encontrados en este gen (9). Guilleret 
et al 2003, relaciona la hipermetilación del ADN con la regulación positiva de hTERT. Al 
realizar el análisis en líneas celulares telomerasa positivas, se observó una disminución en 
la expresión de hTERT, un acortamiento del telómero y una disminución en la actividad de 
la telomerasa, luego del tratamiento con agentes desmetilantes (10;66). Teniendo en cuenta 
que el análisis de metilación se realizó en una pequeña región del promotor de -410 a -218, 
este mismo grupo en 2004 llevó a cabo un estudio donde se hizo un mapeo de las islas CpG 
a lo largo del gen hTERT (-1539 a +1732) en tejidos y líneas celulares con el objetivo de 
observar los patrones de metilación presentes en el gen y su relación con la expresión de la 
telomerasa, encontrando que en muestras telomerasa positivas hubo metilación en todas las 
islas CpG en la región de -500 a +1 del promotor de hTERT, mientras la parte exonica +1 a 
450 presentó un patrón de metilación inestable o metilación incompleta, con lo que 
permitió concluir que la metilación de las islas CpG en la región del promotor de hTERT 
juega un papel esencial en la expresión de hTERT en células telomerasa positivas 
(64;65;67).  
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Por otra parte, Zinn et al 2007 al realizar un estudio en células de cáncer de pulmón, 
mama y colon, encontró que la mayoría de líneas celulares mantiene al menos un alelo sin 
metilación o con baja metilación en una región cercana al sitio de inicio de la transcripción 
a pesar de encontrarse una región fuertemente metilada más o menos - 600 pb corriente 
arriba del sitio de inicio de la transcripción. Esto permitió concluir que no debe haber 
metilación en el centro del promotor para permitir la transcripción de hTERT en células 
tumorales (68).  
Choi et al 2007 concluye que hay tres sitios CpG relacionados con un aumento en la 
expresión de hTERT: dos regiones, una ubicada en la zona lejana del promotor (-220 a -
400) y otra que se encuentra en el primer exón (+1 a +120) que deben presentar fuerte 
metilación y una zona intermedia (-220 a +1) que debe presentar un patrón de metilación 
bajo o nulo (69). Estos resultados coinciden con lo reportado por  Renaud et al 2007, que 
plantea un modelo de regulación de la transcripción en hTERT. En células normales 
telomerasa negativas la región del promotor y primer exón no presenta metilación lo cual 
permite la unión de la proteina CTCF que regula de forma negativa hTERT. Por el 
contrario en células tumorales telomerasa negativas la región del promotor y primer exón se 
encuentra totalmente metilada lo que impide la unión de factores de transcripción que 
favorezcan la expresión. Finalmente, en células tumorales telomerasa positivas que 
representan la mayoría de los cánceres, la región del primer exón se encuentra 
completamente metilada lo que impide la unión de CTCF y el promotor presenta una 
desmetilación parcial lo que genera un complejo activo para la transcripción favoreciendo 
la expresión de hTERT y la actividad de la telomerasa (Figura 3) (13).  
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Figura 3. Regulación de la transcripción de hTERT 
(Tomado de S. Renaud et al 2007) 
 
La figura indica el modelo de regulación de la expresión de hTERT descrito por Renaud et al 2007. 
Región del promotor del gen hTERT de -300 a +100, Sitio de inicio de la transcripción (ATG), no 
metilación (recuadros blancos), metilación (recuadros negros), región de unión de factores de 
transcripción (franja rayada), factores de transcripción (cuadrado, óvalos), región de unión proteína 
CTCF (franja gris), regulador negativo del gen hTERT (ovalo CTCF). Panel superior modelo para 
células somáticas normales telomerasa negativas, panel intermedio modelo para células tumorales 
telomerasa negativas, panel inferior modelo para células tumorales telomerasa positivas.  
 
1.6. Cáncer cervical 
El cáncer cervical constituye la primera causa de muerte en mujeres por cáncer en 
países en vías de desarrollo (70). A nivel mundial, el cáncer de cérvix ocupa el segundo 
lugar en incidencia por debajo del cáncer de mama y el tercer lugar en mortalidad en cuanto 
a la población femenina se refiere. En Colombia existe una alta incidencia de cáncer 
cervical, se ha estimado que 26.1 por cada 100.000 mujeres por año, sufren de esta 
enfermedad (70). 
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Existen numerosos estudios tanto de tipo molecular como epidemiológico que han 
demostrado una asociación entre la infección con el Virus del Papiloma Humano (VPH) y 
la oncogénesis cervical. La infección con este virus es considerada un factor de riesgo 
necesario pero no suficiente para que las lesiones pre-malignas progresen a lesiones 
cancerosas, por lo que se ha referido que el cáncer cervical es de origen multifactorial. 
Factores relacionados con el VPH como: el tipo y/o la variante viral, la persistencia de la 
infección, la carga viral y factores relacionados al hospedero como: la edad, el número de 
compañeros sexuales, el uso de anticonceptivos orales y la respuesta inmune, han mostrado 
jugar un papel importante en el desarrollo de cáncer cervical. Sin embargo aún no es claro 
cuál es el mecanismo que lleva a que solo pocas lesiones cervicales puedan progresar, 
regresar o ser eliminadas (70-75).  
Debido a que un alto número de infecciones con tipos virales de alto riesgo se 
resuelven espontáneamente y no generan alteraciones en el cuello uterino, la detección del 
DNA del  VPH como indicador de progresión tumoral no ha sido suficiente. Por esta razón, 
en los últimos años se han incrementado los esfuerzos por identificar marcadores 
moleculares que permitan detectar cuáles lesiones cervicales tienen un mayor riesgo de 
progresar a lesiones de alto grado y cáncer. Recientemente se ha sugerido que los procesos 
epigenéticos, como la metilación en algunos genes específicos, pueden ser marcadores 
potenciales para ser usados en la detección temprana del cáncer cervical, sin embargo son 
necesarios estudios al respecto (76).  
1.7. Virus de papiloma humano y Mecanismos oncogénicos de la infección 
Los VPH son virus de ADN de cadena doble de aproximadamente 50 nm de 
diámetro con simetría icosahédrica. El genoma del VPH está constituido por tres regiones: 
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una región no codificante que regula la expresión de las proteínas virales, una región 
temprana (E) que codifica para proteínas implicadas en la regulación de la replicación viral 
y procesos de transformación (E1-E7) y una región tardía (L), que codifica para proteínas 
de la cápside viral (L1 y L2) (72;73).  
La relación del carcinoma cervical uterino con la infección de VPH está 
ampliamente aceptada. Los tipos VPH-16 y VPH-18 son responsables de aproximadamente 
el 70% de carcinomas cervicales uterinos. Además, los tipos de VPH de alto riesgo se han 
asociado a otros carcinomas ano-genitales (vulvar, vaginal, anal y peneano) (77;78).  
La infección se da a través de heridas o abrasiones muco-cutáneas, el VPH infecta 
las células basales del epitelio. Se ha observado que la replicación viral está íntimamente 
relacionada con el grado de diferenciación epitelial. Así, la expresión de proteínas virales 
tempranas (E) se encuentra en las células del estrato basal, mientras que las tardías (L) que 
forman la cápside viral, se forman en el estrato epitelial superficial (79;80). 
 Se ha establecido que el estado físico del ADN viral predice el curso patológico de 
la lesión inducida por VPH. El carcinoma de cuello uterino contiene ADN de VPH 
integrado en el genoma de las células huésped y expresa dos genes virales, E6 y E7 que 
codifican las oncoproteínas E6 y E7 que han sido asociadas con la transformación celular. 
La proteína E6 del VPH de alto riesgo induce la degradación del gen supresor tumoral p53. 
Además, E6 activa la telomerasa, enzima relacionada con la inmortalización celular. Se ha 
indicado que la pérdida de control de la apoptosis y el ciclo celular constituye un evento 
temprano en la carcinogénesis mediada por VPH.  
Por otra parte, la proteína E7 juega un papel crucial en el ciclo vital del VPH, 
inhibiendo la proteína  de retinoblástoma (pRB) y otras proteínas relacionadas, con lo que 
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se liberan factores de transcripción que activan algunos genes que regulan el ciclo celular y 
se favorece la proliferación celular (79;80). 
1.8. Metilación de hTERT en cáncer cervical 
Son muy pocos los estudios realizados específicamente en cáncer cervical y se han 
reportado estudios con diferentes tipos de muestra y la evaluación de la expresión del gen. 
Widschwendter A. y Cols en el 2004 realizaron dos trabajos relacionados con el tema. En el 
primero evaluaron el estado de metilación de los genes CALCA, hTERT, MYOD1, PGR y 
TIMP3 en muestras de suero de 93 pacientes con cáncer cervical encontrando que existía 
un estado de metilación aberrante del promotor de alguno de los genes en el 87% de las 
muestras estudiadas. Sin embargo, los resultados mostraron que a nivel sérico solo la 
evaluación del estado de Metilación del promotor de MYOD1 podría ser usado como 
marcador pronóstico en este tipo de cáncer (81). En el segundo estudio evaluaron 
únicamente el estado de metilación del gen hTERT de biopsias en 65 muestras de cáncer 
cervical y 124 de cáncer de ovario encontrando que la metilación de hTERT fue más 
frecuente en las muestras de cáncer cervical comparado con tejido sano del mismo órgano 
aunque no hubo correlación entre el estado de metilación y la expresión de ARNm de 
hTERT. No se observó lo mismo  para el cáncer de ovario en donde no se reportaron 
diferencias entre lo observado en el tejido maligno y el sano (24). 
En el 2007, Oikonomou P y Coombs realizaron un trabajo para evaluar el estado de 
metilación de hTERT y la expresión por ARNm usando muestras de 64 pacientes con 
anormalidades citológicas y 26 pacientes normales, encontrando que no había relación entre 
el estado de metilación del promotor y la expresión del ARNm¸ sin embargo observaron 
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que la metilación del promotor fue más frecuente en muestras con lesiones más agresivas 
(82). 
 En 2010, Jillian de Wilde y colaboradores (17;17;82), analizaron la actividad del 
promotor del gen hTERT en células a las que se les indujo la infección por VPH y se 
estudió la  posible relación que existe entre la metilación del gen y la carcinogénesis 
cervical. Para ello realizaron el análisis de la actividad del promotor de hTERT en cuatro 
líneas celulares de keratinocitos humanos inmortalizados que expresaban VPH 16 y 18, y 
en tres líneas celulares de cáncer cervical. Posteriormente realizaron un análisis del estado 
de metilación del promotor en las líneas celulares, así como en tejido cervical para abarcar 
el espectro de la enfermedad (maligna y pre maligna). Encontrando que la metilación de las 
regiones CpG en el promotor de hTERT se correlaciona con la desregulación en la 
transcripción del gen en las células VPH-inmortalizadas y de cáncer cervical. Así mismo 
observaron que la metilación de las regiones del promotor se incrementa con la severidad 
de la lesión cervical.  Con lo que concluyen que existe correlación entre el estado de 
metilación y la expresión de mRNA. Proponiendo la metilación del gen hTERT como un 
biomarcador atractivo para la detección temprana de cáncer de cuello uterino. 
Por otra parte en el 2011 Jing Jiang et al (83), estudiaron la influencia de la 
oncoproteína E6 del virus del papiloma humano en el estado de metilación del promotor de 
hTERT en tres líneas celulares relacionadas con oncogénesis cervical (SiHa, HeLa y 
CasKi), encontrando que la baja metilación cerca al sitio de inicio de la transcripción es 
necesaria para la expresión de TERT y que elevados niveles de metilación inhabilita su 
expresión. Por lo que concluyeron que no existe correlación  entre el estado de metilación y 
la expresión de mRNA.  
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1.9. Identificación de la metilación 
 
El estudio de metilación del ADN proporciona una estrategia útil para el análisis de 
expresión y así mismo para conocer cómo la activación o inactivación por medio de los 
mecanismos epigenéticos puede afectar procesos relacionados con algunas patologías en 
humanos. Existen numerosas técnicas que permiten establecer cómo se encuentran las islas 
CpG contenidas en el genoma, estas técnicas se han enfocado en el área de la investigación 
y cómo el cambio en el estado de metilación puede ser utilizado a modo de marcador en la 
progresión y pronóstico en enfermedades como el cáncer (25).  
La primera generación de ensayos empleó la digestión de ADN con enzimas de 
restricción sensibles a metilación seguida de un análisis por PCR o southern blot, aunque 
estas técnicas son sencillas y de fácil manejo, problemas como la aparición de falsos 
positivos debido a la digestión incompleta y las grandes cantidades de ADN requeridas para 
la reacción hacen que su uso sea limitado (22;25). 
La segunda generación de técnicas actualmente utilizadas son las que se basan en la 
modificación por bisulfito, el cual convierte citosinas no metiladas en uracilo dejando las 
metiladas intactas. Dentro de estas técnicas se destacan: El análisis de metilación de 
conformación de cadena sencilla (MS-SSCA), la cual determina el estado de metilación 
de regiones amplificadas. El cambio de C por U genera un diferencial en la migración del 
fragmento permitiendo establecer el nivel de metilación de la región analizada. La técnica 
PCR metilación especifica (MSP) se realiza el tratamiento con bisulfito y se diseñan dos 
pares de primers uno con modificaciones (U) y otro sin modificaciones ESTÁNDAR de 
manera que al realizar la PCR con cada uno de los primers se pueda distinguir la región 
metilada y no metilada de acuerdo al par con el que amplificó el fragmento. El Análisis 
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melting de alta resolución sensible a metilación (MS-HRM) es una técnica de PCR en 
tiempo real que permite establecer el estado de metilación de acuerdo con la diferencia en 
los perfiles melting del ADN no convertido y el ADN convertido (metilado y no metilado 
respectivamente). Finalmente Secuenciación directa o pirosecuenciación (Gold 
estandard) estas técnicas se diferencian entre sí por el método de secuenciación utilizado 
(tradicional y última generación), se trata el ADN con bisulfito, se diseña una PCR con 
primers específicos y se realiza la secuenciación del fragmento, al hacer el análisis de 
secuencia se puede diferenciar las regiones metiladas en los sitios donde se encuentre C y 
las no metiladas en donde se encuentre T (19-23;25;84;85). 
Aunque actualmente existen varias técnicas moleculares con las cuales se puede 
establecer el estado de metilación de diversos genes, la mayoría requieren de equipos 
especializados (20-23;25;84), están limitadas al número de muestras que pueden ser 
analizadas, en algunos casos tienen la posibilidad de reportar falsos positivos y además 
requieren demasiado tiempo en su ejecución a un costo elevado.  Esto hace indispensable el 
desarrollo de técnicas que permitan analizar un alto número de muestras, identifiquen 
patrones correctos de metilación y sean de bajo costo en su implementación. Por otra parte 
es de gran importancia desarrollar ensayos que puedan ser utilizados en diferentes paneles 
de cáncer y brinden información relevante con respecto a marcadores moleculares como  
los mecanismos epigenéticos y su cambio en los modelos de inmortalización celular.   
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2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo General 
Desarrollar un nuevo método basado en el ensayo de línea reversa para el análisis de 
metilación del gen hTERT y establecer su posible asociación con la infección por Virus de 
Papiloma Humano en tejidos de pacientes con cáncer cervical invasivo. 
  
2.2. Objetivos específicos 
 
• Validar  un  ensayo en línea reversa sensible a metilación  que permita identificar el 
estado de metilación en la región del promotor del gen hTERT. 
• Determinar el estado de metilación del gen hTERT en muestras de pacientes con 
cáncer cervical invasivo. 
• Establecer el tipo de Virus del Papiloma Humano en muestras de paciente con 
cáncer cervical invasivo.  
• Analizar la posible asociación entre el estado de metilación del gen hTERT y la 
infección por VPH. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Diseño y Definición de sujetos de estudio.  
Para el desarrollo y estandarización de la técnica Reverse line blot sensible a 
metilación (RLB-SM) se utilizaron controles de ADN metilado y no metilado obtenidos del 
kit “Human Methylated & Non- methylated DNA set” (Zimo Research), ADN de la línea 
celular Hela y muestras de pacientes con cáncer cervical invasivo.  
El análisis de asociación entre el estado de metilación del gen hTERT y el tipo de 
infección por VPH se definió como un  estudio de corte transversal. En el cual se definió el 
estado de metilación del gen hTERT, el tipo de infección por VPH y su respectiva 
asociación, en 115 muestras de tejidos incluidos en parafina y 90 muestras de biopsias 
congeladas de pacientes con cáncer cervical invasivo pertenecientes a la población 
colombiana. 
Los tejidos incluidos en parafina fueron obtenidos del archivo de patología del  
Instituto Nacional de Cancerología (INC), los cuales se caracterizaron por tener un 
diagnóstico inicial de cáncer invasivo de cuello uterino de acuerdo al centro remitente y 
una confirmación del diagnóstico histológico original por el grupo de patología del Instituto 
Nacional de Cancerología. Los tejidos de biopsias congeladas se obtuvieron a través del 
Proyecto “Pérdida de heterocigocia en los cromosomas 6 y 15, expresión de HLA-I, HLA-
G e IL-10 en mujeres con CCU VPH16 positivas”, en el cual se incluyeron muestras con 
diagnóstico histológico confirmado de cáncer de cuello uterino, en este estudio las 
participantes dieron su consentimiento escrito para el uso de las muestras en diferentes 
proyectos de investigación.  
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3.2. Extracción de ADN  
El ADN genómico total fue extraído de biopsias congeladas y de secciones de 20 µm de 
tejidos embebidos en parafina. A las muestras incluidas en parafina se les realizó 
desparafinización y extracción siguiendo el siguiente protocolo: se adicionó 1ml de xilol 
durante 30 min, se precipitó el pellet por centrifugación a 12000g por tres minutos, 
posteriormente se removió el xilol de las muestras (si se encontraban residuos de parafina 
se repetía el proceso de adición de xilol y centrifugación), se adiciono 500µl de etanol al 
100%, se centrifugó a 12000g por tres minutos y se removió el etanol, a continuación se 
dejaron secar los tubos para eliminar los excesos de etanol y se adicionó 200µl de buffer de 
digestión con proteinasa K a una concentración de 200µg/ml, se incubó toda la noche a 
56°C y finalmente se inactivó la proteinasa K a 95°C por 20 min. El ADN de las biopsias 
congeladas se obtuvo mediante digestión con proteinasa K y calentamiento a 56°C durante 
una noche. Luego del tratamiento, las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta posterior 
uso.  
3.3. Evaluación de la calidad y procesamiento de la Muestra 
La calidad de las muestras de los tejidos embebidos en parafina y de las biopsias 
congeladas, se evaluó mediante una Reacción en Cadena de la Polimerasa o PCR 
(Polimerase Chain Reaction) que amplifica un fragmento de 209 pb del  gen de β–globina. 
Los iniciadores utilizados fueron BGPCO3 (5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’) y 
BGPCO5 (5’-GAAACCCAAGAGTCTTCTCT- 3’). Para esta PCR se utilizó el ADN 
extraído de la línea celular Hela como control positivos y como controles negativos se 
utilizó la mezcla de PCR sin ADN y la mezcla de PCR con agua en lugar de ADN. Así 
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mismo se analizó el ADN proveniente del procesamiento de las muestras. Esta PCR se 
realizó según metodología previamente descrita (86). 
3.4. Conversión con Bisulfito de Sodio 
El Bisulfito de sodio convierte las citosinas no metiladas en uracilo, mientras que 
las citosinas que se encuentran metiladas no sufren alteraciones (Figura 4). Este 
procedimiento es de gran importancia para realizar la evaluación del estado de metilación 
del gen. La conversión del ADN se llevó a cabo con el kit comercial EZ DNA Methylation- 
Direct TM Kit (Zimo Research). Este estuche comercial consta de tres pasos principales, un 
paso de conversión, que emplea un reactivo de conversión CT, un buffer de dilución, un 
buffer de reacción, más la muestra, la reacción se lleva a cabo mediante una denaturación a 
98°C por 8 minutos y una incubación a 64°C por tres horas y media. El segundo paso es un 
paso de desulfonación donde se cargan los productos obtenidos de la primera reacción en 
una columna provista por el kit junto con un buffer de unión para acoplar el ADN en la 
columna, se centrifuga, se realiza un lavado, se centrifuga y se incuba por 20 min a 30°C 
este paso se lleva a cabo debido a que en la conversión la citosina no metilada luego de una 
serie de cambios químicos queda convertida uracilo con un grupo SO3 por lo que es 
necesario realizar este procedimiento para eliminarlo. El último paso es un paso de 
purificación donde se recupera el ADN total que quedó convertido obteniéndose como 
producto final cadenas de ADN hibridas (U, C, G, T, A) donde las U son las citosinas que 
en la cadena original no estaban metiladas. La purificación se lleva a cabo por medio de dos 
lavados acompañados de centrifugación y una elución final con un buffer de elución 
incluido en el kit. Se obtuvo un volumen total de 15 ul por muestra.  
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Figura 4. Conversión con bisulfito 
(Tomado de http://www.atdbio.com/content/20/Sequencing-forensic-analysis-and-genetic-analysis) 
   
3.5. Amplificación por PCR del promotor de hTERT 
Para el Análisis de metilación del gen hTERT se realizó la amplificación de una 
región del promotor y el primer exón, mediante la técnica de PCR. 
 La secuencia original fue analizada con el programa Methyl primer express v 1.0 de 
applied Byosistems que permite predecir los cambios de nucleótidos luego de la conversión 
con bisulfito dependiendo de las regiones metiladas y no metiladas. Como punto cero se 
tomó el sitio de inicio de la transcripción (SIT) ATG de esta forma corriente arriba del SIT 
las posiciones de nucleótidos tuvieron el signo negativo (-) y corriente abajo tuvieron el 
signo positivo (+). De acuerdo a esto la PCR se diseñó utilizando los iniciadores 
previamente reportados por de Wilde et al 2010 (17) que flanquean la región de   -208 a 
+104. El primer sentido hTERT-R2-3-F (5’ GTTTTGTTTTTTTATTTTTTAGTTT 3’) 
ubicado entre los nucleótidos -208 al -183 y el antisentido hTERT-R2-3-R (5’ 
CCAACCCTAAAACCCAAA 3’) ubicado entre los nucleótidos +86 al +104. La secuencia 
26 
 
de la región del promotor y primer exón del gen hTERT convertida con bisulfito, así como 
la ubicación de los iniciadores se indican en la Figura 5.   
La PCR hTERT-R2-3-F/ hTERT-R2-3-R se realizó a un volumen de 25µl, se utilizó 
la enzima KAPA2G Fast HotStart ReadyMix (Kapa biosystems) que contiene todos los 
componentes para la reacción excepto los primers: KAPA2G Fast Hotstart DNA 
polimerasa 1U, KAPA2G Fast Hotstart PCR buffer 1X, dNTPs 0.2 mM, MgCl 1.5 mM y 
estabilizadores. Los primers se usaron a una concentración de 0.5 mM cada uno, 3µl de 
muestra o de controles y el volumen final se ajustó con agua. 
Para este ensayo se utilizó un termociclador PTC 200 Peltier Trmal Cycler (Mj 
Research). Se realizó una “denaturación/activación de la enzima” a 95°C por 4 min, 
seguido de 40 ciclos, cada ciclo incluyo un paso de denaturación a 94°C durante 1 min, una 
hibridación o anillamiento a 53°C durante 1 min y una extensión a 72°C por 1 min. Por 
último se programó un ciclo de extensión a 72°C por 4 min.   
Para el desarrollo del método de análisis de metilación (reverse line blot sensible a 
metilación) se utilizó el primer reverso marcado con biotina en el extremo 5´.          
3.6. Ensayos de sensibilidad y especificidad de la PCR 
Para evaluar la sensibilidad de la PCR se utilizó ADN extraído de la línea celular 
Hela previamente modificado con bisulfito de sodio, una vez obtenido el ADN se cuantificó  
y se realizaron diluciones seriadas para obtener concentraciones de 10 ng/μl, 1 ng/μl, 100 
pg/μl y 10 pg/μl respectivamente, de cada una de estas diluciones se tomaron 3 μl para 
realizar las PCRs y determinar los límites de amplificación. Estos ensayos fueron realizados 
por triplicado con el fin de establecer la repetibilidad del ensayo.  
27 
 
Para los ensayos de especificidad de la PCR se tomaron muestras de ADN de la 
línea celular Hela que no fueron tratadas con bisulfito de sodio, de tal manera que al 
realizarse la amplificación con los primers específicos para el ADN tratado con bisulfito se 
pudiera observar la especificidad de la PCR en tejidos sin tratamiento. 
Figura 5. Secuencia de una región del promotor y primer exón del den hTERT y ubicación 
de los iniciadores utilizados para PCR   
 
 
-326 
GGTTCGTTCGGAGTAGTTGCGTTGTCGGGGTTAGGTCGGGTTTTTAGTGGATTCGCGGGTATAGACGTTT  
CCAAGCAAGCCTCATCAACGCAACAGCCCCAATCCAGCCCAAAAATCACCTAAGCGCCCATATCTGCAAA 
                                                                -257 
 
-256 
AGGATCGCGTTTTTTACGTGGCGGAGGGATTGGGGATTCGGGTATTCGTTTTGTTTTTTTATTTTTTAGT  
TCCTAGCGCAAAAAATGCACCGCCTCCCTAACCCCTAAGCCCATAAGCAAAACAAAAAAATAAAAAATCA 
  -187 
 
-186    
TTCGTTTTTTTCGCGCGGATTTCGTTTCGTTTCGATTTTTTTCGGGTTTTCGGTTTAGTTTTTTTCGGGT  
AAGCAAAAAAAGCGCGCCTAAAGCAAAGCAAAGCTAAAAAAAGCCCAAAAGCCAAATCAAAAAAAGCCCA  
   -117 
 
-116  
TTTTTTAGTTTTTTTTTTTTTTTTTCGCGGTTTCGTTTTTTTTTCGCGGCGCGAGTTTTAGGTAGCGTTG  
AAAAAATCAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGCCAAAGCAAAAAAAAAGCGCCGCGCTCAAAATCCATCGCAAC 
                                                                -47 
 
-46 
CGTTTTGTTGCGTACGTGGGAAGTTTTGGTTTCGGTTATTTTCGCGATGTCGCGCGTTTTTCGTTGTCGA  
GCAAAACAACGCATGCACCCTTCAAAACCAAAGCCAATAAAAGCGCTACAGCGCGCAAAAAGCAACAGCT  
                                                                +21 
 
+22     
GTCGTGCGTTTTTTGTTGCGTAGTTATTATCGCGAGGTGTTGTCGTTGGTTACGTTCGTGCGGCGTTTGG  
CAGCACGCAAAAAACAACGCATCAATAATAGCGCTCCACAACAGCAACCAATGCAAGCACGCCGCAAACC  
                                                                   +90 
 
+91 
GTTTTAGGGTTGGCGGTTGGTGTAGCGCGGGGATTCGGCGGTTTTTCGCGCGTTGGTGGTTTAGTGTTTG  
CAAAATCCCAACCGCCAACCACATCGCGCCCCTAAGCCGCCAAAAAGCGCGCAACCACCAAATCACAAAC 
                                                                +160 
 
+161 
GTGTGCGTGTTTTGGGACGTACGGTCGTTTTTCGTCGTTTTTTTTTTTCGTTAGGTGGGTTTTTTCGGGG  
CACACGCACAAAACCCTGCATGCCAGCAAAAAGCAGCAAAAAAAAAAAGCAATCCACCCAAAAAAGCCCC  
      +231                                    
 
SIT 
hTERT-R2-3-F 
hTERT-R2-3-R 
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3.7 Controles positivos y negativos 
Como controles positivos para cada una de las reacciones de PCR y los ensayos de 
metilación realizados en este trabajo, se utilizaron diluciones de ADN de la línea celular 
Hela, ADN completamente metilado y ADN No metilado, estos dos últimos obtenidos de 
manera comercial con el kit “Human Methylated & Non- methylated DNA set” (Zimo 
Research). Como controles negativos se usaron  agua y mezcla de reactivos de PCR sin 
ADN. 
3.8 Electroforesis 
Para la visualización de los productos obtenidos por PCR se realizó electroforesis en 
geles de agarosa al 1,5 %, los geles fueron coloreados con Bromuro de Etidio y se corrieron 
en buffer TBE 0.5 X, el corrido se realizó a un voltaje de 110 v, la observación de los geles 
se realizó con luz ultravioleta, utilizando un analizador de imágenes (BIO-RAD) y el 
software Quanttity One versión 4.4.1. Como marcadores de peso se utilizaron Φx174 
DNA/Hae III y 100 bp ADN Ladder (Invitrogen). 
3.9 Desarrollo del ensayo Reverse Line Blot sensible a Metilación (RLB-SM) 
Con el fin de establecer el estado de metilación del gen hTERT, se desarrolló el 
RLB-SM, que permite el análisis de dos regiones del gen, una del promotor (-208) al sitio 
de inicio de la transcripción y otra del SIT a +104 que comprende parte del primer exón. 
Las regiones se seleccionaron basados en estudios previos, de acuerdo a la riqueza 
de sitios CpG presentes y la densidad de sitios de unión de factores de transcripción que 
regulan la expresión de manera positiva o negativa (10;16;17;65;68). 
Para el desarrollo de este ensayo se utilizaron ocho oligosondas marcadas con un 
grupo amino en la posición 5´, las sondas fueron diseñadas y seleccionadas por el grupo de 
29 
 
investigación en biología del cáncer del Instituto Nacional de Cancerología por medio del 
software Methyl primer express v 1.0 (applied Byosistems). Las sondas se diseñaron 
pareadas de tal forma que una permitiera reconocer ADN metilado al contener dos 
dinucleótidos CG y otra permitiera reconocer ADN no metilado al contener dos 
dinucleótidos TG. El grupo amino de las sondas sirve para unirlas a una membrana cargada 
negativamente Byodine C (Pall Corporation) de acuerdo al principio de la técnica descrito 
previamente (Kamerbeek et al. 907-14). 
Esta técnica se divide en tres pasos: Activación de la membrana y unión de las 
oligosondas, hibridación con los productos de PCR y por ultimo detección de señales de 
los productos de PCR que hibridaron con las sondas 
La activación de la membrana se llevó a cabo usando una solución EDAC al 16% 
w/v, la membrana con el EDAC se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos, 
luego se lavó con agua destilada por 3 segundos y se colocó en un miniblotter de 45 
carriles, el exceso de líquido se eliminó por aspiración con una bomba de vacío. En cada 
carril se colocaron 150 μl de solución de las oligosondas (sondas + NaHCO3), exceptuando 
el primer y último carril los cuales llevan una solución de tinta en dilución 1:100 con el fin 
de marcar la orientación de la membrana, en seguida se realizó una incubación durante 1 
minuto a temperatura ambiente (esto con el fin de permitir que las sondas se acoplen de 
forma covalente a la membrana) y el exceso de solución en cada carril se retiró  por  
aspiración. Posteriormente la membrana se retiró del miniblotter y fue incubada durante 8 
minutos a temperatura ambiente en NaOH 100mM (su función desactivar la membrana). 
Nuevamente se realizó un lavado rápido con agua destilada y finalmente se lavó con una 
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solución  2X SSPE/0.1 % SDS a 60°C por 5 minutos. Fue guardada a - 4°C en una solución 
de EDTA 20mM para ser utilizada posteriormente. 
  En la hibridación se tomaron 10 μl de los productos de PCR  Biotinilados y se les 
adiciono 140 μl de 2X SSPE/0.1 % SDS, esta solución fue calentada a 99°C por 10 minutos 
esto con el fin de denaturar los productos y separar las hebras de ADN, inmediatamente 
después los productos de PCR denaturados fueron colocados en hielo para evitar la unión 
nuevamente de las hebras de ADN. La membrana con las oligosondas se sometió a un 
lavado con una solución 2X SSPE/0.1% SDS a temperatura ambiente por 5 minutos y se 
colocó en un minibloter de tal manera que los pozos de siembra del miniblot quedaran 
perpendiculares al sentido en el que se realizó el acople de las oligosondas. En los pozos de 
siembra se añadieron los 150 μl de los productos denaturados y se dió paso a hibridación a 
50°C durante 45 minutos. Después de este proceso el exceso de muestra fue removido del 
minibloter por aspiración y la membrana lavada 2 veces durante 10 minutos cada lavado a 
57°C de 2X SSPE/0.5 % SDS. Posteriormente la membrana se incubó durante 45 minutos a 
50°C con un conjugado de streptavidina-peroxidasa en una dilución 1:10000 en 2X 
SSPE/0.5 % SDS, con el fin de que la streptavidina presente en el conjugado reconociera y 
marcara los productos que hibridaron. Terminada la incubación la membrana se lavó 2 
veces con una solución 2X SSPE/0.5 % SDS a 50°C durante 10 minutos cada lavado. Se 
realizaron 2 nuevos lavados durante 5 minutos cada uno en 2X SSPE a temperatura 
ambiente,  para la detección de los productos hibridados la membrana se incubó durante 2 
minutos con un sustrato quimio-luminiscente ECL (líquido de detección) y se expuso a un 
Hyperfilm durante 35 minutos. El film fue posteriormente se  desarrolló mediante el uso de 
una máquina de revelado Kodak.  
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Las condiciones (concentraciones de reactivos, temperaturas y tiempos) del ensayo 
se ajustaron durante la estandarización de la prueba y el estado de metilación de muestras 
representativas se corroboró con la realización de la secuencia genómica del ADN 
previamente modificado por bisulfito. 
3.10 Validación de la Técnica RLB-SM 
Para la validación de la técnica Reverse Line Blot como método de detección e 
identificación de la metilación del gen hTERT se utilizaron plásmidos previamente 
caracterizados, proporcionados por la Dra Renska Steenbergen de la Free University 
Hospital en Amsterdam, Holanda, también se emplearon controles de ADN metilado y no 
metilado. Los controles y plásmidos se analizaron por medio de la técnica de secuencia 
directa (Gold Estándar), con el fin de corroborar y comparar los resultados obtenidos por el 
nuevo método de RLB-SM.  
3.11 Secuencia Directa 
Se realizó secuenciación para analizar las regiones del promotor y primer exón del 
gen hTERT en un analizador genetico ABI Prism 310 (Applied biosystems) con el Kit de 
Secuencia  BigDye Terminador v3.1, utilizando los amplímeros obtenidos en la PCR. Cada 
mezcla de secuencia fue de 20µl: 2 μl de Buffer de secuencia 5x, 6.4 μl de un iniciador 
(0,5µM), 2 μl de ADN del producto amplificado y 4μl del Ready reaction Mix el volumen 
final se ajustó con agua.  
Los ciclos para la reacción de secuencia estuvieron compuestos por un 
calentamiento a 96°C durante 1 minuto. Posteriormente, 25 ciclos, cada ciclo incluyo un 
paso de denaturación a 96°C durante 10 seg,  hibridación a 50°C durante 5 seg, y una 
extensión de 60°C durante 4min. Se realizó un ciclo adicional a 4°C continuo, hasta realizar 
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la purificación de los productos. La purificación de los productos se realizó de acuerdo al 
protocolo del kit, de la siguiente forma: adicionar 5µl de EDTA 125 mM a cada muestra, 
mezclar, adicionar 60µl de etanol al 100%, mezclar, cubrir, incubar por 15 min a 
temperatura ambiente, centrifugar a 2000 g por 45 min, remover la solución por inversión, 
adicionar 60 µl de etanol al 70%, centrifugar a 2000 g por 15 min,  remover el etanol por 
inversión, dejar secar y adicionar 3 μl de Formamida a 94°C por cuatro minutos para 
denaturar. Las muestras se almacenaron a - 20°C hasta que se realizó la lectura en el 
equipo. La lectura de las secuencias se realizó por medio del programa “310 Data 
Collection XP- Secuencing Analysis”. 
3.12. Detección y tipificación de VPH 
La detección de VPH se realizó utilizando el ADN extraído de las muestras, 
mediante amplificación por PCR de un segmento de 142 pb del ORF L1 del VPH, 
utilizando los iniciadores GP5+ (5’ – TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC – 3’) y GP6+ 
bio (5’– GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC – 3´), esta PCR se realizó según 
metodología previamente descrita (87). La reacción de PCR se realizó a un volumen final 
de 50µl, con 10 mM Tris HCl (pH de 8.5), 50 mM de KCl, Triton® X- 100 al 0.1 %, 2.5 
mM de MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 25 picomoles de cada iniciador y 1 U. GoTaq® Flexi DNA 
Polymerase (Promega), 10 μl de muestra o de controles, el volumen final fue ajustado con 
agua. Se realizaron 40 ciclos de amplificación utilizando un Termociclador PTC 200 Peltier 
Termal Cycler (MJ Research). Cada ciclo incluye un paso de denaturación a 94°C durante 1 
min, una hibridación a 40°C durante 2 min, una extensión de 72°C durante 1.5 min, antes 
de iniciar el primer ciclo de temperaturas la reacción se precedió por una denaturación a 
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94°C durante 4 min. Y el último ciclo fue seguido por un paso de elongación a 72°C 
durante 4 min.  
La tipificación del VPH se realizó mediante el Reverse Line Blot, de acuerdo a la 
metodología previamente descrita por Van Den Brule et al., 2002 (87). Este ensayo permite 
la detección de 14 tipos de VPHs de alto riesgo y 23 de bajo riesgo. 
3.13. Análisis Estadístico 
Este es un estudio de corte transversal, en el cual se realizó el análisis del estado de 
metilación del gen hTERT, el tipo de infección por VPH y su posible asociación, en 
muestras de pacientes con cáncer cervical invasivo. 
Este trabajo incluye dos tipos de análisis: uno descriptivo donde se relaciona el tipo 
de VPH y el estado de metilación de acuerdo a los resultados obtenidos para todas las 
muestras trabajadas. El segundo es un análisis estadístico donde se asocia el estado de 
metilación del gen hTERT con la infección por VPHs de la especie alfa 9 y alfa 7. Esta 
asociación fue evaluada por medio de tablas de contingencia, se efectuó una prueba para 
establecer la probabilidad (número de veces) de presentarse metilación o no en cada una de 
las regiones cuando hay infección por una de las especies, además se realizó una prueba de 
hipótesis de independencia por medio del test exacto de Fisher lo que permitió determinar 
la asociación entre el estado de metilación vs especie de VPH. Estos análisis se realizaron 
también para los tejidos congelados, para tejidos embebidos en parafina no fue posible 
ejecutarlos ya que el número de muestras que presentaron metilación e infección por VPH 
fue muy bajo para establecer alguna diferencia estadísticamente significativa. También se 
incluyó un análisis de hipótesis de independencia entre las regiones analizadas para 
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determinar si la metilación entre regiones era un evento independiente entre ellas. Todos los 
análisis estadísticos se realizaron usando el programa estadístico R versión 3.0.1 de 2013. 
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4. RESULTADOS 
4.1. Evaluación de la calidad de tejidos embebidos en parafina y tejidos frescos 
En total se analizaron 205 muestras de tejidos de pacientes con cáncer cervical 
invasivo, de las cuales 115 muestras pertenecieron a tejidos embebidos en parafina y 90 a 
tejidos congelados.  
Inicialmente se evaluó la calidad del ADN mediante la amplificación del gen β -
globina. De las 205 muestras analizadas sólo 173 (84.4%) amplificaron una banda de 209pb 
correspondiente al gen de la β-globina, de las cuales 87/90 (96.7%)  muestras eran de tejido 
congelado  (Figura 6A)  y 86/115  (74%) de tejidos incluidos en parafina (Figura 6B). 
Figura 6. Evaluación de la calidad del ADN de las muestras,                                      
PCR – PCO3/PCO5   (209 pb. β-globina) 
 
A 
 
 
 
 
 
 
B 
 
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. La numeración a la izquierda indica el tamaño de las 
bandas del marcador de peso molecular, 100 bp ADN Ladder (Invitrogen), la numeración en la 
parte inferior de cada gel indica las muestras para la amplificación de β -globina (209pb), controles 
positivos (C+), controles negativos (C-). A. Muestras de tejidos congelados. B. Muestras tejidos 
embebidos en parafina. 
 
El porcentaje de amplificación fue menor en los tejidos embebidos en parafina lo 
que deja ver que la calidad e integridad del ADN en este tipo de tejidos es menor, esto 
puede obedecer al tipo de preservación de las muestras. Las muestras positivas para β-
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globina fueron utilizadas para el análisis de metilación del gen hTERT por medio de 
conversión con bisulfito y el nuevo método Reverse Line Blot-Sensible a Metilación, a 
estas muestras también se les realizó  la tipificación de VPH. 
4.2. Conversión por Bisulfito  
Para llevar a cabo el análisis de metilación donde se incluyen los pasos de 
amplificación por PCR del promotor de hTERT, ensayos de sensibilidad, especificidad, 
desarrollo del reverse line blot sensible a metilación y secuenciación, se realizó 
previamente la conversión con bisulfito de las muestras. Este tratamiento convierte las 
citosinas que no están metiladas en uracilo mientras que las citosinas que se encuentran 
metiladas permanecen intactas, lo que permite predecir la metilación del ADN. Este paso se 
realizó teniendo en cuenta que el diseño de los primers y sondas fue específico para la 
secuencia de ADN modificada por bisulfito, por esta razón si a las muestras no se les 
realizaba el tratamiento no se obtendrían resultados de ningún tipo.  
4.3. Amplificación por PCR del promotor de hTERT 
Para la amplificación del promotor de hTERT se emplearon los primers hTERT-R2-
3-F/ hTERT-R2-3-R reportados por de Wilde et al 2010 (17), los cuales amplifican un 
fragmento de 312 pb comprendiendo una región del promotor (core promoter) y una región 
del primer exón. Las condiciones de la PCR se ajustaron de acuerdo a lo reportado por 
Wilde et al 2010.   
Para delimitar el nivel de detección de los primers utilizados, se realizaron pruebas 
de sensibilidad y especificidad. Se estimó la especificidad como la exclusividad que tiene el 
iniciador para hibridar con las regiones de hTERT en muestras a las cuales se les realizó la 
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conversión con bisulfito y la sensibilidad como la capacidad de amplificar las regiones del 
gen a unas concentraciones muy bajas. 
 Para los análisis de sensibilidad se utilizaron diluciones seriadas de la línea celular 
Hela (10 ng, 1 ng, 100 pg y 10 pg) y se analizaron los resultados mediante una 
electroforesis en gel de agarosa a una concentración del 1,5%. Como se observa en la 
Figura 7, el nivel de sensibilidad de los primers fue de 100 pg como el límite de detección. 
Figura 7. Prueba de sensibilidad para los primers hTERT-R2-3-F/ hTERT-R2-3-R   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la parte superior la concentración de las diluciones seriadas, desde 10 ng como 10 pg de ADN de 
Hela, a la izquierda el tamaño de las bandas del marcador de peso como controles negativos se 
utilizó mezcla de PCR sola y mezcla de PCR mas agua en cambio de ADN. 
 
Para las pruebas de especificidad se emplearon como controles positivos ADN 
metilado, ADN no metilado y  10 ng de ADN Hela (todos modificados con bisulfito), como 
control negativo mezcla de PCR con agua en lugar de ADN. Para establecer la 
especificidad de los primers trabajados se utilizó ADN de Hela (10 ng) sin modificación 
con bisulfito. Como se observa en la figura 8 los primers seleccionados amplificaron un 
fragmento de aproximadamente 304pb correspondiente a la región esperada, sin presentar 
anillamientos inespecíficos y sin amplificar muestras de origen humano que no presenten 
conversión con bisulfito (HELA SM), lo que demuestra la especificidad de estos 
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iniciadores para este tipo de ensayo de metilación. Estos resultados fueron replicados en 
diversos ensayos para garantizar la repetibilidad de los resultados obtenidos.  
Figura 8. Prueba de especificidad para los iniciadores hTERT-R2-3-F/ hTERT-R2-3-R 
 
 
 
 
 
 
En la parte superior, MP marcador de peso, DNAM ADN metilado, DNANM ADN no metilado, 
HELA 10 Hela 10 ng, HELA SM Hela sin modificación con bisulfito, C- control negativo mezcla 
de PCR mas agua, a la izquierda el tamaño de las bandas del marcador de peso.  
 
4.4. Desarrollo del Reverse Line Blot sensible a Metilación (RLB-SM) 
Para el desarrollo del RLB-SM se sintetizaron 8 sondas las cuales tenían en el 
extremo 5` un grupo amino para realizar su acople en la membrana. Las sondas fueron 
diseñadas en el laboratorio de investigación en biología del cáncer  por medio del programa 
Methyl primer express v 1.0 que permite predecir los cambios que sufre la secuencia de 
ADN luego de la conversión con bisulfito. Se diseñaron 4 pares de sondas para analizar el 
estado de metilación de dos regiones del gen hTERT, dos pares de sondas dirigidas a una 
región del promotor cercana al sitio de inicio de la transcripción (-208 al SIT)  y dos pares 
de sondas dirigidas a una región del primer exón (SIT a +104). Cada par de sondas fue 
diseñado de tal forma que una de las sondas tuviera dos dinucleótidos CG para reconocer 
ADN metilado y la otra tuviera en la misma posición dos dinucleótidos TG para reconocer 
ADN no metilado. La posición de las sondas dentro de la secuencia del promotor y primer 
exón se encuentra resaltada en color rojo en la Figura 5.      
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En la Tabla 1 se encuentran registradas las características de cada una de las 
sondas, denominación, secuencia, localización y longitud. 
Para el RLB se utilizaron los productos de las PCRs con los primers hTERT-R2-3-F 
/hTERT-R2-3-R descritos previamente. En este ensayo el iniciador antisentido está 
marcado con Biotina en el extremo 5´ de acuerdo con el principio de la técnica. Para las 
pruebas se utilizaron las muestras de pacientes con cáncer cervical invasivo (tejidos 
embebidos en parafina y tejidos congelados), como controles positivos se utilizó ADN 
metilado que hibrida con las sondas que contienen secuencias CG (sondas A) y ADN no 
metilado que hibrida con las sondas que contienen secuencias TG (sondas B), como control 
negativo se utilizó un mix de PCR sin ADN. 
Tabla 1. Sondas utilizadas en el Reverse Line Blot como método de análisis del estado de 
metilación del gen hTERT. 
 
En la tabla se indican los nombres de cada una de las sondas, los nucleótidos y la localización hacia 
las que van dirigidas. En la secuencia de cada sonda se resalta en rojo el dinucleótido CG y TG. Las 
sondas con la letra A en la denominación de la sonda permiten establecer si el ADN esta metilado y 
las sondas con la letra B en la denominación de la sonda permiten establecer si el ADN no está 
metilado. La última columna denota cada una de las sondas  utilizadas en el RLB-SM. 
 
El RBL se basa en la aparición de señales en una lámina o Hyperfilm que son 
resultado de la hibridación de los productos de PCR y las sondas acopladas en la 
membrana. El patrón de puntos que se observa en la lámina se determina de acuerdo a la 
concordancia entre la secuencia de la muestra y la sonda diseñada, de esta forma se 
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establece el estado de metilación del gen. En la figura 9 se presenta un ejemplo de la 
interpretación de la técnica, para los controles positivos (ADN metilado) se observa un 
patrón de hibridación solo con las sondas A, mientras que para el ADN no metilado 
presenta señal con las sondas B.  
Es importante tener en cuenta que el análisis de metilación para este método se 
puede realizar de tres maneras que aportan información sobre el estado de metilación total 
del fragmento, el estado de metilación por región (promotor, primer exón) y el estado de 
metilación por las zonas analizadas en cada una de las regiones. De esta forma la suma de 
señales por zonas, por región y por el fragmento amplificado permite hacer un análisis 
detallado del estado de metilación de hTERT. 
Figura 9. Método para el análisis del estado de metilación del gen hTERT por medio del 
RLB-SM  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las señales (puntos color negro) son el resultado de la hibridación entre las muestras (controles) y 
las sondas acopladas a la membrana. En la parte izquierda las dos regiones analizadas y el pool de 
sondas por región, en la parte superior las muestras utilizadas. Las sondas con la letra A indican 
metilación y las sondas con la letra B indican que no hay metilación. El análisis se puede realizar 
tomando la hibridación por pareja de sondas (Zonas), por agrupación de señales del pool de sondas 
de cada región (Regiones), o por el patrón de hibridación en el total del fragmento analizado (estado 
de metilación total). 
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4.5. Estandarización del Reverse Line Blot sensible a Metilación (RLB-SM) 
Durante el desarrollo de RLB-SM se tuvo que estandarizar la concentración de las 
sondas utilizadas. La tabla 2 muestra la concentración de las sondas para el primer ensayo 
de estandarización de la técnica de reverse line blot sensible a metilación en el cual se 
utilizaron 8 oligosondas diseñadas para detectar ADN metilado y ADN no metilado en dos 
regiones del gen hTERT. El nivel de hibridación de las sondas con las muestras se 
determinó dependiendo de la intensidad de la señal en la placa de autoradiografia después 
del proceso de revelado, de acuerdo con esto se estableció el aumento o disminución de la 
concentración de cada una de las diferentes oligosondas para continuar con el proceso de 
estandarización.  
Las temperaturas de hibridación y lavado juegan un papel importante para 
determinar la especificidad de las señales en el ensayo, por esta razón se ajustaron la 
temperaturas de acuerdo a los resultados obtenidos en cada placa (Hyperfilm) durante la 
estandarización. 
La figura 10 muestra el resultado del primer ensayo de estandarización para la 
técnica de Line blot sensible a metilación donde se tomaron las 8 sondas que abarcan las 2 
regiones del gen hTERT distribuidas a lo largo de la membrana en forma horizontal, a una 
concentración de 200pmol cada una, en la parte superior de la membrana se ubican las 
muestras que se acoplan a las sondas, controles positivos y controles negativos. Las 
condiciones iniciales de temperatura fueron: hibridación 42°C, Lavado 53°C. 
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Tabla 2. Dilución sondas membrana uno. 
 
En la tabla se presenta, número de carril donde se sembró la sonda en el blotter, la secuencia de las 
sondas con su denominación, la cantidad sonda utilizada en el ensayo (concentración de la sonda 25 
pmol/µl), la cantidad de NaHCO3, concentración final de las sondas. 
 
   Figura 10. Membrana uno estandarización del RLB-SM 
  
 
    
 
 
 
 
 
 
  
 
Resultado primer ensayo estandarización del RLB-SM. En la parte izquierda las dos regiones 
analizadas y el pool de sondas por región. En la parte superior las muestras utilizadas, controles 
ADN metilado y no metilado, seguido por muestras con la letra P de tejidos embebidos en parafina 
y muestras con la letra C de tejidos congelados, diluciones de Hela de 10 ng hasta 10 pg, C- 
controles negativos.  
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Como se indica en la figura 10 se observó reacción cruzada en las muestras control 
donde el ADN metilado presentó una fuerte hibridación en todas las sondas, teniendo en 
cuenta que las sondas con la letra B indican no metilación. Para el ADN no metilado de 
acuerdo a lo esperado solo presentó hibridación específica para hTERT-R2-Z1-B. 
Posteriormente, con el fin de eliminar las señales inespecíficas dentro del ensayo se 
establecieron nuevas condiciones de hibridación y lavado. De esta forma la estandarización 
de la técnica se completó con la activación de nuevas membranas donde se ajustaron las 
condiciones de acuerdo a los resultados de cada membrana y su concordancia con los 
controles de ADN metilado y no metilado. El cambio en las condiciones de temperatura 
(hibridación y lavado), concentración de las sondas y su relación con los resultados 
obtenidos se presenta en dos ensayos. 
Como se presenta en la figura 11 cuando se utilizó una concentración de las sondas 
de 200 pmol, una temperatura de hibridación de 45°C y una temperatura de lavado a 55°C 
se observó una disminución en el nivel de reacciones cruzadas. Sin embargo, cuando se 
aumentó la temperatura de hibridación a 47°C, la disminución fue significativa con 
respecto a los dos primeros ensayos figura 12.  
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Figura 11. Membrana dos estandarización del RLB-SM 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           
Membrana 2 Reverse Line Blot Sensible a Metilación estandarización (Temperatura de hibridación: 
45°C, temperatura de lavado: 55°C, concentración de sondas: 200pml). Se observa una disminución 
significativa en el nivel de reacciones cruzadas con respecto al ensayo No 1. 
 
Figura 12. Membrana tres estandarización del RLB-SM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Membrana 3 Reverse Line Blot Sensible a Metilación estandarización (Temperatura de hibridación: 
47°C, temperatura de lavado: 55°C, concentración de sondas: 200pml). Se observa una disminución 
significativa en el nivel de reacciones cruzadas con respecto los dos primeros ensayos. 
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Finalmente, en la tabla 3 se muestran las concentraciones finales de las sondas para 
los ensayos de estandarización de la técnica RLB-SM utilizada para establecer el estado de 
metilación del gen hTERT en muestras de pacientes con cáncer cervical invasivo. Las 
temperaturas definitivas fueron 50°C hibridación y 57°C de lavado, las condiciones finales 
del ensayo se establecieron de acuerdo a la especificidad de las señales presentes en el film 
para los controles de ADN metilado y no metilado  
Tabla 3. Concentración final sondas utilizadas para el RLB-SM 
 
En la figura 13 se establece el resultado del último ensayo de estandarización para 
la técnica, donde se observa que las señales presentes en la lámina tienen una intensidad 
que permite hacer una lectura adecuada de los puntos de hibridación entre las sondas 
(izquierda) y las muestras (arriba) sin observarse reacciones inespecíficas en los controles. 
La repetibilidad de la técnica fue comprobada mediante el desarrollo de varios ensayos con 
las mismas condiciones, lo que permitió establecer la concordancia entre los resultados 
obtenidos.  
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Figura 13. Resultado de la estandarización del RLB-SM 
 
Ensayo de estandarización donde se obtuvo el rendimiento óptimo de la técnica y se determinó las 
condiciones finales a trabajar, en esta grafica se observa que las señales en la lámina tienen una 
intensidad adecuada para la interpretación, sin presentar una sobreexpresión, un nivel bajo de 
aparición en la placa o reacciones cruzadas, razón por la cual se trabajó con las condiciones 
utilizadas en esta última membrana. 
 
Posteriormente, se realizaron pruebas de sensibilidad y especificidad. Para los 
análisis de sensibilidad se utilizaron diluciones seriadas del ADN de la línea celular Hela 
(10ng, 1ng, 100pg y 10pg) y se analizaron los resultados mediante el RLB-SM. El nivel de 
sensibilidad permitió detectar señales incluso en 10 pg, lo que indica que el nivel de 
sensibilidad para esta técnica es mucho mayor comparado con el análisis de los 
amplificados en gel de agarosa (Figura 14). 
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Figura 14. Prueba de sensibilidad RLB-SM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la parte superior la concentración de las diluciones seriadas, desde 10ng de ADN Hela hasta 
Hela 10pg. A la izquierda las sondas utilizadas, como controles negativos se utilizó mezcla de PCR 
sola y mezcla de PCR + agua en cambio de ADN. 
 
Para las pruebas de especificidad se emplearon como controles positivos ADN 
metilado, ADN no metilado y ADN de la línea celular Hela 10 ng (todos modificados con 
bisulfito). Como muestra para establecer la especificidad de los primers trabajados se 
utilizó ADN de células Hela 10 ng y 10 pg sin modificación con bisulfito. En los resultados 
no hay reacción de hibridación entre las sondas y las muestras sin tratamiento, lo que 
demuestra la especificidad del ensayo de metilación (Figura 15). 
 
 
 
 
48 
 
Figura 15. Prueba de especificidad RLB-SM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la parte superior, DNAMET ADN metilado, DNANMET ADN no metilado, HELA 10ng, 
HELA 10ng SM Hela sin modificación con bisulfito concentración 10ng, HELA 10pg SM Hela 
sin modificación con bisulfito concentración 10pg, HELA 10pg, C- control negativo mezcla de 
PCR más agua, a la izquierda sondas del RLB-SM. 
 
Se realizaron ensayos para establecer si se podían determinar diferentes porcentajes 
en el nivel de metilación a partir del RLB-SM, tomando en cuenta esto se realizaron 
diluciones seriadas con los controles así: 100% ADN Metilado, 100% ADN No Metilado, 
75% ADN Metilado-25% No Metilado, 50% ADN Metilado-50% ADN No Metilado, 25% 
ADN Metilado-75% ADN No Metilado, obteniendo las intensidades de las señales de 
acuerdo a los porcentajes de metilación. De esta forma cuando el porcentaje de metilación 
era mayor la señal fue más fuerte en las sondas A y cuando el porcentaje de metilación era 
menor la señal fue más fuerte en las sondas B (Figura 16). Esto permitió identificar 
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patrones diferentes a metilación completa o ausencia de metilación. Sin embargo, aunque la 
diferencia en las intensidades de las señales se observó, la asignación de un valor específico 
a esa diferencia (cuantificación) no se pudo realizar, por esta razón se dio la connotación de 
metilación parcial cuando hubo presencia de señal en la sonda A y B simultáneamente. 
Tomando en cuenta estos resultados se establecieron tres patrones para el análisis de 
metilación: Metilación completa, Metilación parcial y No metilación. 
Figura 16. Diluciones ADN Metilado y No metilado para detección de Metilación parcial 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parte superior de izquierda a derecha porcentajes de metilación DNAMET 100%, 75%, 50%, 
25%,el penúltimo carril se denoto DNANMET 100% que correspondería en el orden de dilución a 
0% de metilación. Se observan los cambios en la intensidad de las señales de acuerdo al factor de 
dilución (%) en cada carril.  
 
 
 
 
50 
 
4.6. Confirmación y validación del Reverse line blot sensible a metilación (RLB-SM)   
Con el fin de confirmar los resultados de metilación obtenidos por el reverse line 
blot se realizó análisis de secuencia. Para esto se utilizaron 7 plásmidos, proporcionados 
por la Dra Renska Steenbergen de la Free University Hospital en Amsterdam, Holanda, 
como controles para evaluar la concordancia de los resultados descritos para el reverse line 
blot sensible a metilación. A los cuales se les conocía el estado de metilación. 
Se realizó la amplificación de la región del promotor y primer exón del gen hTERT 
de los plásmidos mediante PCR con los primers hTERT-R2-3-F/ hTERT-R2-3-R, los 
productos de la amplificación fueron purificados y sometidos a secuencia automática. 
Los resultados obtenidos para la secuencia automática permitieron confirmar el 
estado de metilación del gen hTERT en sitios que concuerdan con las sondas diseñadas 
para el RLB-SM. La metilación completa se estableció por la presencia de dos picos C 
dentro de la secuencia, la metilación parcial se determinó con la presencia de un pico T y 
un pico C dentro de la secuencia que corresponde a la sonda y la descripción de no 
metilación corresponde a la presencia de dos picos T. La metilación completa, metilación 
parcial y no metilación se presenta en los resultados obtenidos para el par de sondas 
hTERT-R2-Z2 (Figura 17). 
 De esta forma los clones clon 6 y 31 presentaron metilación parcial para la zona 
que abarcaba el par de sondas hTERT-R3-Z1; clones 11 y 27 no presentaron metilación 
para ninguna de las regiones; el clon 10 presentó metilación parcial para la zona del par de 
sondas hTERT-R2-Z2; el clon 5 metilación parcial para la zona hTERT-R3-Z2 y el clon 2 
presentó metilación completa para la zona hTERT-R2-Z2. Los plásmidos que presentaron 
metilación parcial o metilación completa en alguna de las zonas analizadas no presentaron 
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metilación para el resto de zonas y regiones comprendidas dentro del ensayo. Los cambios 
dentro de la secuencia y el descarte de error en la adición de bases por la Taq- polimerasa, 
se realizó mediante repetición en las PCRs y la reacción de secuencia.    
Figura 17. Electroforogramas plásmidos para el análisis de metilación del gen hTERT   
A. Clon 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B. Clon 10 
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C. Clon 27 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la figura se presenta el resultado de la secuencia para tres clones que permiten analizar el estado 
de metilación para la zona hTERT-R2-Z2. A. Clon 2 las flechas en rojo señalan dos nucleótidos C 
lo que indica metilación, B. Clon 10 las flecas en rojo señalan un nucleótido C y uno T que indica 
metilación parcial, C. Clon 27 las flechas en rojo señalan dos nucleótidos T lo que indica que no 
hay metilación (no metilado).  
 
Posteriormente, con el fin de realizar la validación de la técnica reverse line blot 
sensible a metilación como método de identificación del estado de metilación del gen 
hTERT, se comparó el resultado obtenido por medio del RLB-SM y la secuencia 
automática, para determinar la concordancia entre los resultados encontrados en cada una 
de las técnicas y establecer el grado de confiabilidad del método. 
Se comprobó que existe un 100% de concordancia en la identificación del estado de 
metilación del gen hTERT por medio del RLB-SM y la secuencia automática (Tabla 4). 
Dado el alto nivel de concordancia entre las técnicas se determinó que se podía realizar de 
manera confiable el análisis de todas las muestras por medio de este método. 
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  Tabla 4. Concordancia entre las técnicas RLB-SM y Secuencia automática 
 
En la tabla se presenta la comparación de los resultados de las técnicas utilizadas donde se obtuvo 
una concordancia del 100%. En la parte izquierda se ubican las zonas descritas previamente para el 
análisis de resultados de los ensayos, en la parte superior el número del clon utilizado, seguido por 
una fila donde se denotan las técnicas utilizadas Sec secuencia automática, RLB reverse line blot 
sensible a metilación. Por último se registran los resultados obtenidos para cada zona NM no 
metilado, PM parcialmente metilado, M metilación completa.  
 
4.7. Resultados del análisis de metilación por medio del Reverse line blot sensible a 
metilación 
De las 173 muestras positivas para β-globina a 105 (60.6%) se les realizó el análisis 
de metilación del gen hTERT. Con respecto al tipo de tejido, de las muestras congeladas 
85/87 (97.7%) fueron positivas, mientras que para tejidos embebidos en parafina solamente 
20/86 muestras (23.3%) fueron positivas. El porcentaje de detección fue mucho menor en 
los tejidos embebidos en parafina, tomando en cuenta que la calidad e integridad del ADN 
para estas muestras es baja y sumado a la pérdida de grandes cantidades de ADN en los 
procedimientos de conversión y purificación se hace poco recomendable el uso de estos 
tejidos para este tipo de análisis.  
De las 105 muestras positivas 71 (67.6%) presentaron un patrón no metilado y 34 
(32.4%) presentaron un patrón de metilación parcial en alguna de las dos regiones 
analizadas. Al realizar el análisis por región se encontró que para la región del promotor 84 
(80%) muestras presentaron un patrón no metilado y 21 (20%) presentaron metilación 
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parcial. Por otra parte, la región del primer exón presentó un aumento en el estado de 
metilación parcial con 34 muestras (32.4%) (Figura 18). 
 Figura 18. Estado de metilación del gen hTERT por región 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estado de metilación por región para las 105 muestras. Eje Y porcentaje, eje X estado de 
metilación, No metilado y Parcial metilación. Barras azules región del promotor, barras rojas 
región del primer exón. Ninguna muestra presento Metilación completa. 
 
Cuando se analizaron las dos zonas de cada región se encontró que para la zona 1 de 
la región del promotor (hTERT-R2-Z1), 92 (87.6%) muestras presentaron no metilación, 
mientras 13 (12.4%) presentaron metilación parcial, para la zona 2 de la región del 
promotor (hTERT-R2-Z2), 85 muestras que equivalen al 81%  presentaron no metilación, 
contra 20 (19%) que presentaron metilación parcial; en el análisis por zonas en la región del 
primer exón, la zona 1 (hTERT-R3-Z1) arrojo que 71 (67.6%) muestras fueron no 
metiladas y 34 ( 32.4%) tuvieron metilación parcial, para la zona 2 (hTERT-R3-Z2), no 
metilación en 79 (75.2%), mientras 26 (24.8%) metilación parcial (Figura 19). Ninguna de 
las regiones presentó metilación completa. 
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Figura 19. Estado de metilación del gen hTERT por Zonas 
 
Estado de metilación por zonas para las 105 muestras. Eje Y porcentaje, eje X zonas analizadas por 
región hTERT-R2-Z1, hTERT-R2-Z2, hTERT-R3-Z1, hTERT-R3-Z2 Barras azules patrón no 
metilado, barras rojas patrón parcial metilación. Ninguna muestra presento Metilación completa. 
 
Para el análisis por tipo de tejido, en los tejidos congelados a 85 muestras se les 
identifico el estado de metilación, de las cuales 58 (68.2%) presentaron no metilación y 27 
(31.8%) metilación parcial en alguna de las dos regiones analizadas. Cuando se hizo la 
evaluación por región, la región del promotor presentó 78,8% de muestras con el patrón no 
metilación y 21.2% con metilación parcial, en la región del primer exón 68.2% se 
identificaron como no metiladas y 31.8% parcialmente metiladas (Figura 20). En el 
análisis por zonas  hTERT-R2-Z1 tuvo 87.1% no metiladas y 12,9% metilación parcial, 
hTERT-R2-Z2 80% no metiladas y 20% metilación parcial, hTERT-R3-Z1 68.2% no 
metiladas y 31.8%, hTERT-R3-Z2 75.3% no metiladas y 24.7 (Figura 21).  
En los tejidos embebidos en parafina 20 muestras fueron positivas, de las cuales 13 
(65%) presentaron no metilación y 7 (35%) metilación parcial en alguna de las regiones 
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analizadas. Para el análisis por región, la región del promotor fue 85% no metilación y 15% 
metilación parcial, en el primer exón 65% no metilación y 35% metilación parcial. Cuando 
se hizo la evaluación por zonas hTERT-R2-Z1 tuvo 90% no metiladas y 10% parcialmente 
metiladas, hTERT-R2-Z2 85% no metiladas y 15% metilación parcial, hTERT-R3-Z1 65% 
no metiladas y 35% metilación parcial, hTERT-R3-Z2 75% no metiladas y 25 % metilación 
parcial.  
Para la región del primer exón el porcentaje de metilación fue mayor con respecto a 
la región del promotor. En el análisis por zonas, se observó que la zona 1 del primer exón 
presentó un porcentaje de metilación mayor comparado con el resto de zonas, además de 
coincidir con el porcentaje de metilación total y por región, lo que sugiere que hTERT-R3-
Z1 puede ser un indicador del estado de metilación global del gen hTERT para este análisis.  
Figura 20. Estado de metilación del gen hTERT por región (tejidos congelados) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estado de metilación por región para las muestras de tejidos congelados. Eje Y porcentaje, eje X 
estado de metilación, No metilado y Parcial metilación. Barras azules región del promotor, barras 
rojas región del primer exón. Ninguna muestra presento Metilación completa. 
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Figura 21. Estado de metilación del gen hTERT por Zonas (Tejidos congelados) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estado de metilación por zonas para las muestras de tejidos congelados. Eje Y porcentaje, eje X 
zonas analizadas por región hTERT-R2-Z1, hTERT-R2-Z2, hTERT-R3-Z1, hTERT-R3-Z2 Barras 
azules patrón no metilado, barras rojas patrón parcial metilación. Ninguna muestra presento 
Metilación completa. 
 
4.8. Detección y tipificación de VPH 
La detección del VPH se realizó por medio del ensayo GP5+/GP6+ bio - Reverse 
line blot, que permitió la identificación de 14 tipos virales de alto riesgo (AR)  y 5 de bajo 
riesgo (BR). Se logró la tipificación de 157/173 (90.7%) muestras, dentro de las cuales se 
detectaron 140 (89.2%) infecciones simples y 17 (10.8%) infecciones múltiples. En las 
infecciones simples el VPH tipo 16 fue el más frecuente en 82 (58.6%) de las muestras 
analizadas, seguido por el VPH 18 (8.6%) y el VPH 58 (6.4%). Para infecciones múltiples 
las más frecuentes fueron VPH 56,44 y VPH 52,66 cada una en el 11.8% de las infecciones 
detectadas (Tabla 5). El VPH 16 también fue el tipo más frecuente en las infecciones 
múltiples seguido por el tipo 56 y 52.  
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Tabla 5. Tipificación del VPH en muestras de pacientes con cáncer cervical invasivo 
 
En la tabla se indica, el número total de muestras tipificadas, el número de muestras con infecciones 
simples, el número de muestras con infecciones múltiples, el tipo de VPH, el número de muestras 
positivas para los tipos detectados y el porcentaje en el que se encontró cada tipo viral. Resaltado en 
café los tipos más frecuentes.  
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En el análisis por tipo de tejido, para los tejidos congelados 81 (93.1%) muestras 
fueron tipificadas, de las cuales 73 (90.1%) presentaron infecciones simples y 8 (9.9%) 
infecciones múltiples. En las infecciones simples el VPH 16 fue el tipo más frecuente en 46 
(63.0%) muestras, seguido por el VPH 18 (6.8%) y VPH 35, VPH 45, VPH 52 en el 5.5% 
cada uno. En infecciones múltiples el VPH 16 fue el más frecuente seguido por el tipo 56 
(Tabla 6). 
En los tejidos embebidos en parafina 76 (88.3%) muestras fueron tipificadas, de las 
cuales 67 (88.2%) presentaron infecciones simples y 9 (11.8%) infecciones múltiples. Para 
las infecciones simples el VPH 16 fue el más frecuente  en 36 (53.7%) de las muestras, 
seguido por el VPH 18 y VPH58 con 10.4% cada uno. En infecciones múltiples el VPH 16 
fue el más frecuente por los tipos 52 y 56 (Tabla 7).        
Los tipos de bajo riesgo detectados fueron los VPH 11, VPH 26, VPH 34, VPH 44 y 
el VPH 72, siendo el tipo 44 el más frecuente (3 muestras). Todos los VPH de bajo riesgo 
se encontraron en infecciones múltiples, asociados con tipos de alto riesgo lo cual es de 
esperarse debido a la incapacidad de los tipos BR de direccionar las células de estos tejidos 
hacia la oncogénesis cervical. 
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Tabla 6. Tipificación del VPH en tejidos congelados 
 
En la tabla se indica, número de muestras tipificadas, número de infecciones simples, número de 
infecciones múltiples, tipo de VPH, número de muestras positivas para los tipos detectados y 
porcentaje de cada tipo tomando como 100%  el total de muestras tipificadas para tejidos 
congelados. Resaltado en café los tipos más frecuentes. 
 
Tabla 7. Tipificación del VPH en tejidos embebidos en parafina 
 
En la tabla se indica, número de muestras tipificadas, número de infecciones simples, número de 
infecciones múltiples, tipo de VPH, número de muestras positivas para los tipos detectados y 
porcentaje de cada tipo tomando como 100%  el total de muestras tipificadas para tejidos 
embebidos en parafina. Resaltado en café los tipos más frecuentes. 
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4.9. Asociación entre el estado de metilación del gen hTERT y el tipo de infección por 
VPH  
Para determinar la asociación con el tipo específico de VPH se realizó un análisis 
descriptivo donde se estableció que de las 105 muestras positivas para el estado de 
metilación, 98 (93.3%) también lograron ser tipificadas, 80 (92%) de 87 para tejidos 
congelados y 18 (21%) de 86  para tejidos embebidos en parafina.  
De las 98 muestras 58 (59.2%) fueron VPH tipo 16  presentándose como el más 
frecuente, seguido por el VPH 18 (8.2%) y el VPH 45 (6.1%). Las frecuencias de los tipos 
16 y 18 coinciden con las observaciones iniciales exclusivas para tipo, sin embargo en este 
caso el VPH 45 ocupo el tercer lugar en frecuencia y el VPH 58 que había presentado alta 
frecuencia paso a tener una frecuencia intermedia (Tabla 8).  
El análisis de metilación de la región del promotor para las muestras VPH 16 positivas 
mostró que 45/58 (77.6%) presentaron un patrón no metilado y 13/58 (22.4%) presentaron 
metilación parcial. Para la región del primer exón se observó un aumento para el estado de 
metilación parcial con 20 (34.5%) muestras vs 38 (65.5%) no metiladas (Figura 22). Por 
otra parte, para las muestras VPH 18 positivas se observó un porcentaje de metilación 
parcial mucho menor al registrado para el tipo 16, con un 100% de muestras no metiladas 
para la región del promotor y un porcentaje de metilación parcial de tan solo el 12.5% para 
el primer exón (Figura 23). Finalmente, para las muestras VPH 45 positivas se presentaron 
porcentajes similares a los encontrados para las muestras positivas para VPH 18, contrario a 
lo observado en las muestras positivas para VPH 52 que fue de los tipos más frecuentes y 
su porcentaje de metilación fue más cercano al del tipo 16. De acuerdo a los resultados 
observados los tipos virales asociados con la especie (Sp) alfa 7 presentaron un porcentaje 
metilación más bajo especialmente en la región del promotor, comparados con los tipos de 
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la especie alfa 9 donde los porcentajes de metilación fueron mayores (Tabla 9). Anexo 1 
árbol filogenético de géneros y especies de los Papillomavirus (88). 
Tabla 8. Frecuencia de VPH en muestras positivas para el análisis de metilación  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la tabla se indica, el tipo de VPH, el número de muestras y el porcentaje en el que se encontró 
cada tipo viral.  
 
Figura 22. Estado de metilación del gen hTERT por región muestras VPH 16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estado de metilación por región para las muestras VPH 16. Eje Y porcentaje, eje X estado de 
metilación, No metilado y Parcial metilación. Barras azules región del promotor, barras rojas 
región del primer exón. Ninguna muestra presento Metilación completa. 
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Figura 23. Estado de metilación del gen hTERT por región muestras VPH 18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estado de metilación por región para las muestras VPH 18. Eje Y porcentaje, eje X estado de 
metilación, No metilado y Parcial metilación. Barras azules región del promotor, barras rojas 
región del primer exón. Ninguna muestra presento Metilación completa 
 
Tabla 9. Estado de metilación del gen hTERT asociado a tipo y especies de VPH en 
muestras de pacientes con cáncer cervical invasivo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la tabla se indica, la especie de VPH, el tipo, las regiones del gen hTERT analizadas Promotor, 
Primer exón y el porcentaje de metilación presentado NM: No metilado, PM: Parcialmente 
metilado. Los tipos 39, 51, 66 y 68 no se incluyeron en la tabla pues se encontraron en una sola 
muestra. 
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Para evaluar la asociación entre el estado de metilación y el VPH (especies alfa 9 y 
alfa 7)  se realizó una prueba de hipótesis de independencia por medio del test exacto de 
Fisher y en los casos que fue posible se realizó un análisis de “riesgo relativo” para calcular 
la probabilidad (número de veces) que tiene el gen de presentar metilación cuando el VPH 
es de la especie 7 o 9.  
Las variables que se incluyeron en los análisis fueron: Estado de metilación del gen 
hTERT (región del promotor y región del primer exón) vs especie alfa 9 y especie alfa 7 del 
virus de papiloma humano. El trabajo por especies se debe a que se presentaron frecuencias 
muy bajas de los tipos virales lo que impide establecer claramente si existe asociación entre 
la metilación y el tipo específico de VHP que infectó. Es importante aclarar que estas dos 
especies contienen 11 de los 14 tipos de alto riesgo analizados y representan el 94% del 
total de las muestras trabajadas. Las muestras restantes (6%) pertenecen a la Sp alfa 5, Sp 
alfa 6 y debido a que presentaron una muy baja frecuencia se excluyeron del análisis. 
En la Tabla 10, se encuentran los datos obtenidos para la prueba de hipótesis de 
independencia en el total de los tejidos. Esta prueba se realizó con un intervalo de confianza 
de 95%. La hipótesis nula señala que ambos eventos son independientes y la hipótesis 
alternativa que no lo son. De acuerdo con esto todo resultado con un valor por debajo del 
0.05 indica que existe una asociación estadísticamente significativa entre el estado de 
metilación y la especie de VPH.  
En los resultados se observó que existe asociación entre la Sp alfa 9 (0.04) y el 
estado de metilación del gen hTERT en la región del promotor. Este mismo resultado se 
registró para la especie alfa 7 (0.01). Con respecto a la región del primer exón se estableció 
que la metilación y la sp del VPH son eventos independientes (tabla 10).  
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Para el análisis de “riesgo relativo” los VPH de la especie alfa 9 exhibieron 5.82 
veces más de probabilidad de presentar metilación en la región del promotor que los tipos 
que no pertenecen a esta Sp. La región del primer exón no se presentó un aumento 
significativo. En la especie alfa 7 no se pudo realizar esta prueba en la región del promotor 
debido a que ninguna muestra presentó metilación. Para el primer exón los resultados son 
similares a los obtenidos en la Sp alfa 9 (Tabla 11). 
En cuanto al tipo de tejido únicamente se realizó el análisis en los tejidos 
congelados como se menciona anteriormente (Ver métodos). Los datos obtenidos en la 
prueba de independencia fueron iguales a los registrados para el total de las muestras donde 
el estado de metilación de la región del promotor presenta una asociación estadísticamente 
significativa con las dos especies de VPH. Los resultados para la región del primer exón 
sugieren que la metilación y la Sp de VPH son eventos independientes (Tabla 12). Para el 
“Riesgo relativo” únicamente se obtuvieron valores de la región del primer exón en el cual 
no se presentó un aumento significativo (Tabla 13). 
 Por último, con el fin de determinar si existe una dependencia entre el estado de 
metilación de la región del promotor y la región del primer exón se realizó un análisis de 
hipótesis de independencia (test exacto de Fisher). Los resultados arrojaron que tanto para 
el total de las muestras como para el tejido congelado existe una asociación 
estadísticamente significativa entre la metilación de las dos regiones (p = 0.005). Lo que 
sugiere que el estado de metilación de la región del promotor influye en la metilación del 
primer exón.    
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Tabla 10. Test exacto de Fisher (IC 95%) muestras totales 
 
 
 
 
 
 
En la tabla se indica, la especie de VPH, las regiones del gen hTERT analizadas Promotor, Primer 
exón y el valor obtenido por el test de Fisher para cada región con relación a la especie 
 
Tabla 11. Análisis de riesgo relativo muestras totales 
   
 
 
 
 
 
 
En la tabla se indica, la especie de VPH, las regiones del gen hTERT analizadas Promotor, Primer 
exón y el valor obtenido en la prueba para cada región con relación a la especie. 
 
Tabla 12. Test exacto de Fisher (IC 95%) tejido congelado 
 
 
 
 
 
 
 
En la tabla se indica, la especie de VPH, las regiones del gen hTERT analizadas Promotor, Primer 
exón y el valor obtenido por el test de Fisher para cada región con relación a la especie. 
 
Tabla 13. Análisis de riesgo relativo tejido congelado 
 
 
 
 
 
 
 
En la tabla se indica, la especie de VPH, las regiones del gen hTERT analizadas Promotor, Primer 
exón y el valor obtenido en la prueba para cada región con relación a la especie. 
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5. DISCUSIÓN 
Aunque se han desarrollado bastantes estudios que identifican algunos mecanismos 
moleculares del virus como una causa directa de la transformación celular y el cáncer 
cervical, también es importante investigar los cambios que suceden dentro del hospedero y 
que pueden estar asociados con el tipo de infección por VPH, su influencia para favorecer 
los procesos de inmortalización celular y el desarrollo de la enfermedad. Uno de estos 
marcadores es la telomerasa humana que ha sido considerada un factor fundamental para la 
inmortalización celular y en la que la sobre expresión de la subunidad hTERT es 
fundamental para su reactivación (3-5).  
En otros modelos de cáncer se ha observado que la metilación de hTERT se 
relaciona directamente con la expresión de la proteína y la activación de la telomerasa. Sin 
embargo, en cáncer cervical pocos estudios han analizado el estado de metilación del gen 
hTERT y ninguno ha valorado el estado de metilación y su asociación con diferentes tipos 
de VPH-AR. En este trabajo inicialmente se desarrolló un método altamente sensible y 
específico para detectar metilación del gen hTERT y posteriormente se evaluó la posible 
asociación de la infección por VPH y la metilación de este gen. 
5.1. Desarrollo del método de identificación del estado de metilación del gen hTERT    
Aunque actualmente existen varias técnicas moleculares con las cuales se puede 
establecer el estado de metilación de diversos genes, la mayoría son técnicas dispendiosas 
que requieren de una gran cantidad de tiempo en su ejecución o son muy costosas ya que 
requieren de equipos especializados, como la secuencia automática que aunque es una 
técnica ampliamente utilizada y que brinda bastante información en el momento de realizar 
los análisis de metilación, resulta ser una técnica que no en todas partes se puede 
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implementar. Existen otros métodos basados en digestión enzimática, PCRs específicas de 
metilación y análisis por PCR en tiempo real (20-23;25;84). Sin embargo estos métodos 
están limitados al número de muestras que pueden ser analizadas, en algunos casos a la 
posibilidad de reportar falsos positivos y además pueden requerir demasiado tiempo en su 
ejecución a un costo elevado.  Esto hace indispensable el desarrollo de técnicas que 
permitan analizar un alto número de muestras, identifiquen patrones correctos de metilación 
y sean de bajo costo en su implementación.  
En este estudio inicialmente se desarrolló una PCR que permitió obtener un 
fragmento de 312pb de la región del promotor y primer exón del gen hTERT. Esta PCR 
mostró ser altamente sensible, permitiendo la amplificación de cantidades hasta de 100pg y 
específica para la región del promotor y la región del primer exón. No obstante hubo una 
parte de las muestras provenientes del grupo de tejidos embebidos en parafina en las cuales 
a pesar de haber sido positivas para β globina y la presencia del ADN del VPH, no fue 
posible lograr la amplificación. Teniendo en cuenta que este tipo de tejidos pueden 
presentar fragmentación o degradación del ADN como consecuencia de la manipulación, 
tiempo y tipo de preservación, la posibilidad de amplificación de fragmentos de más de 250 
pb se reduce considerablemente (89). Los resultados negativos para hTERT pueden ser 
explicados en parte al tamaño de este fragmento, ya que como se indicó es de 312pb. 
Además esto se relaciona con los resultados obtenidos para las PCRs BGPCO5/BGPCO3 y 
GP5+/GP6+ que amplifican un fragmento mucho más pequeño. De acuerdo con estos datos 
se sugiere que para realizar el ensayo en muestras embebidas en parafina es fundamental 
tener en cuenta la longitud del amplímero con el cual se va a trabajar. 
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En cada experimento se utilizaron controles positivos y negativos para validar las 
PCR realizadas. Los resultados mostraron que siempre hubo amplificación en los controles 
positivos, indicando que la falta de amplificación podría ser debido a un factor intrínseco de 
las muestras y no a deficiencia de la PCR que se diseñó y utilizó en este trabajo. Estos 
ensayos se realizaron por duplicado. 
Hasta el momento se ha reportado un solo estudio para analizar el estado de 
metilación del gen hTERT, basado en el principio de hibridación (dot blot), en el cual se 
utilizan amplímeros acoplados a una membrana y oligosondas marcadas (18). Sin embargo, 
este método no tiene la capacidad de analizar varias muestras y distintas regiones del gen 
en un mismo ensayo. Una de las ventajas de la técnica desarrollada en este estudio es que 
permite la identificación de patrones de metilación de hasta 43 muestras para dos regiones 
del gen hTERT en un solo ensayo (Anexo 2). La identificación se basa en el patrón de 
hibridación obtenido a partir de la reacción de las sondas y las muestras. Las sondas 
acopladas a la membrana se encuentran pareadas, una metilada (A) y una no metilada (B), 
la hibridación en una de las dos sondas depende de la configuración de los nucleótidos en la 
muestra, de esta forma se establece si existe o no metilación; cuando se presenta 
hibridación en ambas sondas (A y B) se determina un  patrón de metilación parcial para la 
zona o región donde se presentó la reacción, como lo reporta clement & Benhattar 2005 y 
como se presenta en la figura 15 (18). 
Se realizó la secuencia automática (Gold Estándar) de los clones proporcionados por 
el laboratorio de la Dra Renska Steenbergen de la Free University Hospital en Amsterdam, 
Holanda, para la validación de la técnica Reverse Line Blot sensible a metilación como 
método de identificación del estado de metilación del gen hTERT. Los ensayos de 
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validación, se determinaron a partir de un análisis de concordancia tomando como base los 
resultados obtenidos para el RLB-SM y secuencia automática, con los que se obtuvo un 
porcentaje del 100% de concordancia entre las técnicas. Este resultado es sobresaliente 
pues demuestra la eficiencia y confiabilidad del Reverse Line Blot como método de 
detección e identificación de la metilación para el gen hTET.  
En general el Reverse Line Blot Sensible a Metilación presenta ventajas sobre otros 
métodos de detección como secuenciación, MSP, MS-SSCA, Dot Blot entre otros, por su 
rapidez de ejecución, fácil implementación, facilidad de interpretación, alta especificidad, 
alta sensibilidad, capacidad para identificar el estado de metilación de varias regiones del 
gen, capacidad para analizar un gran número de muestras en un solo ensayo, además de ser 
un método novedoso, sencillo y de bajo costo. Otra ventaja de esta técnica es que permite la 
reutilización de la membrana luego de un stripping, sin afectar la repetibilidad, sensibilidad 
y especificidad del ensayo. El resultado de la validación que se estimó por la concordancia 
entre los resultados obtenidos con RLB-SM y secuencia automática (Gold Estándar), 
demuestra la confiabilidad de la técnica como método de detección e identificación de 
patrones de metilación presentes en el gen hTERT. 
5.2. Estado de metilación del gen hTERT en pacientes con cáncer cervical invasivo 
El hecho de que el promotor de hTERT se encuentre localizado dentro de regiones  
que contienen gran cantidad de islas CpG sugiere que la regulación del gen puede darse por 
medio de la metilación del ADN (13). En cáncer algunos estudios han reportado una 
relación directa entre la hipermetilación del ADN con la regulación positiva de hTERT 
(10;66), lo que contrasta con el modelo general que asocia la metilación de un gen con el 
silenciamiento. Por otra parte algunos estudios en células de cáncer de pulmón, mama y 
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colon, han encontrado que la mayoría de líneas celulares mantiene al menos un alelo sin 
metilación o con baja metilación en una región cercana al sitio de inicio de la transcripción 
lo que indica que no debe haber metilación en el centro del promotor (core promoter) para 
permitir la transcripción de hTERT en células tumorales (68).  
Renaud et al 2007 planteó un modelo de regulación de la transcripción de hTERT 
en células tumorales (Hela, SW480) donde la región del primer exón se encuentra 
fuertemente metilada y la región del promotor presenta una baja metilación lo que genera 
un complejo activo para la transcripción favoreciendo la expresión de hTERT y la actividad 
de la telomerasa (13). Sin embargo, específicamente para cáncer cervical son pocos los 
estudios realizados a nivel mundial (cuatro) y no existe ningún trabajo reportado para 
Suramérica. Tomando en cuenta que este gen juega un papel importante en la activación de 
la Telomerasa y ésta a su vez ha mostrado niveles elevados en este tipo de cáncer (con altos 
niveles de incidencia y mortalidad para Suramérica), los resultados presentados en este 
trabajo confieren un gran valor para ampliar el conocimiento sobre la regulación del gen y 
proporcionan una herramienta importante para establecer algunos mecanismos moleculares 
que pueden ser utilizados como marcadores en el tratamiento del cáncer cervical.  
En este estudio se encontró que el estado de metilación del gen hTERT presentó un 
patrón no metilado en el 67.6% de las muestras para las dos regiones del gen analizadas, 
este resultado concuerda con lo reportado por Jing Jiang et al 2011 quienes encontraron 
para estas mismas regiones  porcentajes de metilación bajos (44.6%) en tres líneas celulares 
de cáncer cervical (caski, SiHa y Hela). En este mismo estudio realizaron un análisis para 
establecer los niveles de ARNm de hTERT donde encuentran que hay una relación 
inversamente proporcional entre la expresión y el porcentaje de metilación de cada una de 
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las muestras, con lo que concluyen que el estado de metilación alrededor del SIT puede 
determinar la transcripción de hTERT siguiendo el modelo general donde la 
hipermetilación del ADN inhibe la expresión y la hipometilación la favorece (16). Estos 
resultados también son consistentes con lo reportado por Zinn et al 2007 que indica que las 
líneas celulares de cáncer telomerasa positivas mantienen los alelos con bajos niveles de 
metilación en el lugar cercano al SIT a pesar de encontrarse fuertemente metilados en 
regiones corriente arriba del gen (68).  
En general, los resultados presentados en este trabajo apoyan la teoría que un 
porcentaje bajo de metilación a lo largo de esta pequeña región del promotor y primer exón 
podría ser fundamental para que haya transcripción de hTERT y activación de la 
telomerasa.  
Por otra parte al realizar el análisis de regiones por separado, la región del promotor 
presentó un porcentaje de metilación más bajo (20%) con respecto a la región del primer 
exón (32.4%), estos resultados son similares a los registrados por Reanud et al 2007 donde 
de acuerdo con el modelo de regulación planteado para hTERT la región del promotor 
presenta un porcentaje de metilación muy bajo o nulo ya que es el sitio de unión para 
factores de transcripción que regulan positivamente a hTERT, mientras que la región del 
primer exón presenta una metilación mayor debido a que es blanco de una proteína (CTCF) 
que regula negativamente este gen, de manera que este mecanismo epigenético actúa como 
un barrera que impide la unión de CTCF y por consiguiente su acción sobre él (13;90). Sin 
embargo, aunque el porcentaje de metilación en esta región fue mayor con respecto al 
promotor y es un indicativo claro que hay diferencias entre las regiones con respecto al 
estatus de metilación, es importante mencionar que el estado no metilado sigue 
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manteniendo un porcentaje elevado (67.6%) por lo que también se puede asociar a los 
mecanismos de regulación del primer exón la proteína BORIS o CTCFL que es un paralogo 
de CTCF y actúa de manera mutuamente excluyente lo que indica que la acción de esta 
proteína inhibe al represor favoreciendo la transcripción. BORIS se ha asociado con 
hTERT de acuerdo a lo reportado por Renaud et al 2010 en células de tumores de ovario y 
testículo (61).  
El análisis por zonas mantuvo porcentajes similares a los observados por regiones, 
donde el promotor presentó una metilación más baja versus el primer exón. De esta forma 
hTERT-R3-Z1 presentó un 32.4% de metilación el más alto para las 4 zonas analizadas y 
que concuerda con lo esperado teniendo en cuenta los resultados de Renaud et al 2007. 
Para el tipo de tejido los resultados fueron bastante parecidos a los encontrados en el 
análisis total, lo que soporta que el estado de metilación es un evento exclusivo de los 
cambios moleculares relacionados con la transformación e inmortalización celular y que no 
depende del tipo de preservación o tratamiento de los tejidos al momento de obtener las 
muestras. 
De acuerdo con de Wilde et al 2010, la metilación del gen hTERT lo hace un 
biomarcador atractivo para la detección temprana del cáncer cervical (17). Teniendo en 
cuenta esta conclusión se puede establecer con respecto a los resultados obtenidos en este 
trabajo y a los reportados por los diferentes autores, que la metilación de hTERT presenta 
una tendencia clara hacia la hipermetilación en regiones lejanas al sitio de inicio de la 
transcripción y nieles bajos de metilación hacia los lugares cercanos del SIT, lo que hace de 
este gen un modelo interesante para determinar posibles predicciones del riesgo de 
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progresión hacia cáncer cervical y tratamiento del mismo, basándose en el análisis de 
metilación en cada una de las regiones del gen.    
5.3. Detección y tipificación del VPH 
Para este trabajo detectaron 14 tipos virales de alto riesgo y 5 tipos virales de bajo 
riesgo. Los VPH-BR se encontraron asociados con VPH-AR lo que concuerda con lo que 
se ha reportado donde se establece que el desarrollo del cáncer cervical siempre se asocia 
con la presencia y persistencia de tipos virales de alto riesgo (91). El VPH más frecuente 
fue el tipo 16 que se encontró en el 58.6% de todas las muestras analizadas, en el 63.0% de 
los tejidos congelados y en el 53.7% de los tejidos embebidos en parafina. El orden de 
frecuencia fue seguido por el VPH 18 (8.6%) y VPH 58 (6.4%)  para el total de los tejidos 
trabajados. En el análisis por tipo de tejido en el congelado fue el VPH 18 (6.8%) y en los 
tejidos embebidos en parafina se encontraron los VPHs 18 y 58 (10.4%) como los más 
frecuentes después del 16. Estos resultados concuerdan con los trabajos realizados por 
Muñoz 2000; Bosch & Muñoz 2002; Molano et al 2002; Clifford et al 2005 y de Sanjose et 
al 2007 que reportan el VPH 16 como el tipo más frecuente desde infecciones en mujeres 
con citología normal hasta mujeres que desarrollan cáncer (91-95). El VPH 18 se encuentra 
como el tipo que sigue en prevalencia al 16 y se ha establecido que estos dos tipos virales 
abarcan del 70 al 80% de las infecciones a nivel mundial, razón por la cual los trabajos en 
vacuna se han enfocado en la protección hacia ellos. Sin embargo, en algunas regiones del 
mundo hay VPHs que presentan una alta prevalencia como lo es el tipo viral 58 que para 
este estudio siempre se encontró como uno de los más frecuentes en las muestras de 
pacientes con cáncer cervical invasivo. De acuerdo con los reportes realizados por de 
Sanjose et al 2007 para Sur América y Molano et al 2002 específicamente para la 
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población colombiana el VPH 58 ocupa el segundo lugar detrás del VPH 16 en mujeres con 
citología normal, sin embargo, cuando las infecciones persistentes progresan hacia cáncer 
cervical, de nuevo el VPH 18 ocupa el segundo lugar en prevalencia (93;95). 
Los resultados obtenidos concuerdan con los reportes previos que establecen la 
infección por VPHs-AR como un factor necesario pero no suficiente para el desarrollo del 
cáncer cervical, lo que indica que este tipo de cáncer siempre se desarrollara con la 
presencia persistente del ADN de VPHs-AR (92). 
5.4. Asociación entre el estado de metilación del gen hTERT y el tipo de infección por 
VPH  
En el análisis de asociación entre el estado de metilación del gen hTERT y el tipo de 
infección por virus de papiloma humano se observó que el VPH 16 y VPH 18 fueron los 
que presentaron la frecuencia más alta en las muestras positivas para metilación por RLB-
SM, esta frecuencia coincide con la registrada para el análisis de Detección y tipificación, y 
es la esperada para muestras con cáncer cervical invasivo.  
El estado de metilación presentó para todos los tipos virales una tendencia hacia el 
patrón no metilado en ambas regiones del gen, únicamente el VPH 31 presentó un 
porcentaje de metilación mayor al de no metilación (Tabla 9), sin embargo, esta 
observación se hizo únicamente en tres muestras lo cual impide hacer asociaciones 
estadísticamente significativas entre el estado de metilación y este tipo de VPH. Estos datos 
coinciden con el trabajo realizado por Jing Jiang et al 2011 que asociaron estas regiones 
con un bajo porcentaje de metilación y sugieren que es importante para mantener un estado 
activo en la transcripción de hTERT (16). Aunque ambas regiones presentaron en general 
un patrón no metilado por encima del 60% es importante resaltar que en la región del 
primer exón siempre se presentó un porcentaje de metilación mayor con respecto al 
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promotor, alcanzando un nivel de metilación parcial hasta del 34.5% para el VPH 16 y el 
50% en el VPH 56 (Tabla 9), para este último tipo viral al igual que en el caso del VPH 31 
no se pudo generar una asociación con valores estadísticos debido al bajo número de 
muestras que lo presentaron. Estos resultados pueden estar asociados a los registrados por 
Renaud et al 2007 donde sugieren que la región del primer exón presenta mayor metilación 
que la región del promotor (13). 
Debido a que las frecuencias de algunos tipos de VPHs fue muy baja con respecto a 
otros (Tabla 8), lo que impide realizar un análisis estadístico adecuado se definió agrupar 
los tipos en dos especies que representan el 94% de las muestras, las sp alfa 9 y sp alfa 7. El 
análisis arrojó que existe una asociación estadísticamente significativa entre el estado de 
metilación del gen hTERT en la región del promotor y cualquiera de las dos especies del 
virus de papiloma humano. Dentro de los componentes moleculares del VPH que favorecen 
la inmortalización celular se encuentra la oncoproteína viral E6 que induce la degradación 
del gen supresor tumoral p53, además esta proteína activa la telomerasa por la inducción de 
la expresión de hTERT, el mecanismo por el cual actúa E6 para favorecer la transcripción 
del gen es mediando la degradación de la proteína NFX-91 un complejo que mantiene el 
estado de la cromatina cerrado y que luego de ser degradado favorece la acetilación en la 
región del promotor lo que permite la entrada de diversos factores de transcripción que 
activan hTERT (96-98). Este mecanismo puede estar relacionado con los resultados 
obtenidos en el análisis de asociación entre la metilación y la especie de VPH, teniendo en 
cuenta que el estado no metilado del promotor fue el que presentó un mayor porcentaje en 
las muestras analizadas y que todos los tipos virales asociados a cáncer cervical son de alto 
riesgo es decir que tienen la capacidad para inducir este tipo de cambios moleculares en las 
77 
 
células del huésped. En la región del primer exón no se presentó asociación 
estadísticamente significativa lo que indica que la metilación y la especie del virus que 
infecta son eventos totalmente independientes, este resultado puede ser un indicativo de que 
la acción que ejerce VPH para favorecer la expresión de hTERT es exclusiva para la región 
del promotor, lugar en el que se encuentran gran cantidad de sitios de unión para factores 
de transcripción que la regulan de manera positiva. 
 Por otra parte en el análisis descriptivo se observó que el 100% de los tipos 
pertenecientes a la especie alfa 7 presentaron un estado no metilado en la región del 
promotor, contrario a la especie alfa 9 que en el 95% de los tipos exhibió algún porcentaje 
de metilación. Estos datos sugieren que para esta Sp probablemente exista un mecanismo 
que asegure un estado libre de metilación en la región del promotor y que puede jugar un 
papel fundamental en la transcripción. Solamente existe un reporte que asocia directamente 
el estado de metilación del gen hTERT en estas regiones con líneas celulares de cáncer 
cervical positivas para VPH 16 y VPH 18 donde resaltan la importancia de la proteína E6 
en la activación de la subunidad catalítica, en ese trabajo se pudo observar que para la línea 
celular Hela (VPH18) perteneciente a la Sp alfa 7 el análisis de metilación arrojó el 
porcentaje más bajo (16), lo que concuerda con los datos obtenidos en este estudio. Sin 
embargo esa investigación se realizó en una línea celular y no se puede establecer el 
comportamiento del total de los tipos pertenecientes a la especie, contrario a este trabajo 
donde se analizó un buen número de muestras de diferentes tipos virales, esto lo hace  
primer el reporte que establece una tendencia  del estado de metilación para alfa 7. 
La prueba de riesgo relativo únicamente presentó un aumento en la región del 
promotor para la especie alfa 9 con un valor de 5.82, lo que indica que los tipos 
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pertenecientes a esta especie tienen mayor probabilidad de presentar algún tipo de 
metilación con respecto a los tipos que no pertenecen a la especie. Sin embargo el 
porcentaje no metilado prevaleció en el promotor evento que coincide con los reportes 
realizados para esta región. 
Por último, en el análisis de las muestras se observó que aquellas que presentaron 
algún patrón de metilación parcial en la región del promotor se relacionaron con un patrón 
igual en la región del primer exón, sin embargo aquellas que presentaron metilación parcial 
en el primer exón no necesariamente lo presentaron en el promotor, lo que sugiere que 
existe una relación entre las regiones principalmente en la influencia que puede ejercer la 
metilación del promotor para modificar el primer exón. Para conocer si esta asociación 
tenía un valor estadístico se realizó una prueba de independencia donde los valores 
obtenidos fueron menores a 0.005 lo que indica que la metilación del promotor y primer 
exón no son eventos independientes. Algunos estudios como el de Wilde et al 2010 
presentan que existen cambios coordinados en los patrones de metilación, estos cambios se 
observaron a medida que había una progresión hacia cáncer cervical donde regiones lejanas 
del promotor y primer exón incrementaron el nivel de metilación a medida que el tejido 
aumentó el grado de malignidad, esta observación no se realizó en las regiones proximales 
(17). En este trabajo el análisis se enfocó en las regiones proximales contrario al reporte de 
de Wilde et al encontrando relación especifica entre promotor vs primer exón, este tipo de 
comportamiento puede ser un mecanismo epigenético asociado al control de la actividad de 
la telomerasa a través de la modulación de hTERT. Sin embargo, para este estudio no se  
realizaron análisis que permitieran conocer claramente si la influencia de la metilación en el 
promotor y el primer exón se relaciona con un nivel menor en la expresión de hTERT.    
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6. CONCLUSIONES 
• Este es el primer trabajo a nivel mundial que establece una asociación entre el 
estado de metilación en dos regiones del gen hTERT y los diferentes tipos de VPH 
de alto riesgo en muestras de pacientes con cáncer cervical invasivo. Datos de gran 
importancia para conocer sobre los mecanismos que asocian al VPH con los 
cambios moleculares ocurridos dentro de la célula y que favorecen la malignidad. 
 
• De acuerdo a la revisión de la literatura se pudo establecer que existe poca 
información concerniente al análisis de patrones de metilación del gen hTERT y su 
asociación con los diferentes tipos de VPH en cáncer cervical. Este trabajo puede 
ser la base para realizar estudios de seguimiento encaminados a determinar la 
relación VPH, estado de metilación en hTERT, activación de la telomerasa y la 
progresión hacia cáncer. 
 
• En este trabajo se observó que los tipos de VPH pertenecientes a la especie alfa 7 
siempre se relacionan con un estado no metilado en la región del promotor, 
contrario a la especie alfa 9 que en el 95% de los tipos exhibe algún porcentaje de 
metilación. Lo que indica que posiblemente exista un mecanismo que asegure un 
estado libre de metilación en la región del promotor y este puede jugar un papel 
fundamental en la expresión de hTERT.   
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• Este es el primer reporte que presenta asociación entre el estado de metilación del 
gen hTERT y las especies de VHP alfa 7 y alfa 9, importantes porque contienen los 
tipos alto riesgo más frecuentes y se relacionan con la mayoría de casos de cáncer 
cervical. 
 
• El Reverse line blot sensible a Metilación (RLB-SM), desarrollado y validado en 
este trabajo como método de detección para el estado de metilación, permite la 
identificación de tres patrones de metilación en dos regiones del gen hTERT. Esta 
técnica presenta algunas ventajas con respecto a otras técnicas utilizadas para el 
mismo fin. Algunas de estas ventajas son: la cantidad de muestras y regiones que se 
pueden analizar a la vez en un solo ensayo, alta sensibilidad, especificidad, el costo 
de implementación es más bajo, la facilidad para su implementación y realización. 
 
• El RLB-SM puede ser utilizado como método in house en laboratorios donde el 
acceso a tecnologías de última generación como pirosecuenciación se dificulte, de 
esta forma la técnica se puede plantear como una prueba de tamizaje inicial para 
para el análisis de metilación en muestras no solo de cáncer cervical sino también de 
otros tipos de cáncer relacionados con la expresión de hTERT y la actividad de la 
telomerasa.    
 
• El análisis de las muestras congeladas presento una amplificación y detección para 
metilación superior al 95%, contrario a los tejidos embebidos en parafina donde se 
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logró un 20%, lo que indica que esta técnica tiene un alto porcentaje de detección en 
muestras con una calidad  adecuada de ADN.  
 
• El patrón no metilado presento un porcentaje superior al 60% en las dos regiones 
analizadas. Estas regiones son importantes por contener sitios de unión que 
favorecen la transcripción, lo que indica que se debe mantener un bajo nivel de 
metilación en este tipo de muestras telomerasa positivas. 
     
• Aunque el patrón no metilado predomino en las dos regiones del gen, el estado de 
metilación para la región del primer exón fue más alto con respecto al promotor 
datos que concuerdan con lo el modelo de regulación del gen hTERT reportando en 
la literatura. 
 
• Este es el primer trabajo que reporta una asociación estadísticamente significativa 
entre los VPHs de alto riesgo con un estado no metilado del promotor. 
 
• Finalmente se encontró que la metilación del promotor puede influir en el 
comportamiento epigenético del primer exón en el gen hTERT. 
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7. PERSPECTIVAS 
• Realizar estudios donde también se analice la expresión de hTERT para establecer 
de forma más puntual la relación entre el estado de metilación, la infección por 
VPH y su posible influencia en la expresión del gen.  
 
• Diseñar un ensayo que permita analizar más regiones del gen teniendo en cuenta 
que el RLB-SM permite analizar hasta 40 sondas y 44 muestras en un mismo 
ensayo. Esto puede generar información más clara sobre el comportamiento de la 
metilación en todas las regiones del gen hTERT.  
 
• Realizar ensayos para conocer el estado de metilación del gen hTERT en un panel 
de varios tipos de cáncer. La comparación de sus patrones de metilación puede dejar 
en claro cómo están relacionados los mecanismos epigenéticos y algunos factores 
etiológicos de la enfermedad como lo es el VPH en cáncer cervical. 
 
• Comparar la técnica de reverse line blot sensible a metilación mediante ensayos en 
otros laboratorios, para confirmar su eficiencia en diferentes condiciones.  
 
•  Realizar estudios de casos y controles en mujeres que presenten resultado 
citológico normal, mujeres diagnosticadas con LEIAG y cáncer cervical. Para 
comparar el estado de metilación y su cambio en los diferentes tipos de muestras.   
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ANEXO 1. Árbol filogenético de Virus de Papiloma Humano (Tomado de Villiers 2002).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Árbol filogenético de los Virus del Papiloma construido con la secuencia del ORF L1 de 
118 tipos de Virus de Papiloma. El número al final de cada una de las ramas identifica  a 
cada tipo de manera específica. Los números acompañados por c identifican a candidatos 
para tipos de Virus de Papiloma Humano. Todas las abreviaciones que acompañan a 
algunos números refieren a Virus de Papiloma animal.  El arco alrededor de los números 
que identifican los tipos, muestran cómo se agrupan los mismos de acuerdo a especie y los 
arcos externos indican el agrupamiento de las especies de acuerdo a género. Ejemplo: los 
VPHs tipo 16, 33, 31, 35, 52, 58 y 67 pertenecen a la especia 9 del genero Alfa- 
papillomavirus.  
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ANEXO 2. Ejemplo del número de muestras que se pueden identificar por RLB-SM en un solo ensayo. 
 
 Las señales (puntos color negro) son el resultado de la hibridación entre las muestras y las sondas acopladas a la membrana. En 
la parte izquierda las dos regiones analizadas y el pool de sondas por región, en la parte superior las muestras utilizadas. Las sondas 
con la letra A indican metilación y las sondas con la letra B indican que no hay metilación. 
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ANEXO 3. Consentimiento informado 
 
TITULO DEL ESTUDIO 
Pérdida de heterocigocia en los cromosomas 6 y 15, regulación de la expresión de  HLA-I,  
HLA-G  e  IL-10  en mujeres con CCU VPH-16 positivas: asociación con evasión a 
respuesta inmune y resistencia tratamiento. 
El Grupo de Inmunología del Instituto Nacional de Cancerología (INC) la invita a participar 
de un estudio de investigación. Su participación es voluntaria, los resultados de este 
estudio no afectarán el diagnóstico o el tratamiento de su enfermedad. Usted no obtendrá 
ningún beneficio del análisis de estas muestras. Este estudio tiene fines exclusivamente 
investigativos. 
 Lea cuidadosamente este documento y pregúntele al médico del estudio cualquier 
inquietud que tenga.   
El objetivo de este estudio consiste en determinar la pérdida de heterocigocia de los genes 
que codifican para HLA en los cromosoma 6 y 15 y la expresión de HLA-I, HLA-G e IL-10 
en biopsias de  pacientes con cáncer de cuello uterino in situ e invasivo VPH-16 positivas 
con el fin de determinar su implicación en la resistencia al tratamiento. 
Si decide participar del estudio, durante la consulta se le tomará una muestra para 
citología cervico vaginal con el fin de determinar si usted está infectada con el  virus del 
papiloma humano tipo 16 (VPH-16), una biopsia para evaluar el nivel de expresión de 
pérdidas de heterocigocidad en el cromosoma 6 y 15 y una muestra de sangre para 
tipificar su HLA clase I.  La toma de las muestras será realizada por personal experto, con 
material desechable, sin representar ningún riesgo para su salud. 
Igualmente deberá responder un cuestionario que incluye preguntas sobre los factores de 
riesgo asociados al desarrollo del cáncer de cuello uterino tales como el número de 
compañeros sexuales en su vida, edad en que tuvo su primera relación sexual, número de 
embarazos, antecedentes familiares de cáncer, métodos de planificación y consumo de 
tabaco.  
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Algunas de sus muestras pueden ser empleadas para futuros estudios del Grupo de 
Inmunología del INC. Estas muestras pueden ser almacenadas durante un largo período 
de tiempo por el Grupo de Inmunología del INC. 
Usted no será identificada por su nombre en cualquier publicación de los resultados de 
este estudio, participarán aproximadamente 125 mujeres y no representa un costo 
adicional para usted, ni para su sistema de salud.  
 
 
Nombre de la paciente: ________________________________________ 
Firma de la paciente: ___________________________________     
C.C.                                                de: 
 
Nombre del testigo:________________________________________ 
Firma del testigo:______________________________________    
C.C.                                                de: 
 
Nombre del profesional de la salud:__________________________________ 
(Encargado de toma de muestras) 
Firma _______________________________________________ 
C.C.                                                de: 
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ANEXO 4. Aprobación Comité de Ética Instituto Nacional de Cancerología 
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ANEXO 5. Protocolo de manejo de Bromuro de Etidio 
 
El bromuro de etidio es un agente mutagénico de efecto acumulativo a concentraciones 
muy bajas, (hasta 0.01 μg / ml), es nocivo por ingestión, tóxico por inhalación e irritante 
para los ojos, la piel y las vías respiratorias. Es importante que sea manipulado únicamente 
por personal capacitado.  
 
Mantener el envase del reactivo bien sellado y en refrigeración (2ºC a 8ºC).  
 
Debe realizarse el trabajo de con el bromuro en un área especialmente delimitada para el 
manejo del reactivo 
 
El material usado debe ser exclusivo para el trabajo con bromuro y no ser utilizado en áreas 
diferentes a la designada para el manejo de este reactivo.  
 
En todos los procedimientos en los que se manipule Bromuro de etidio es imprescindible 
utilizar guantes y bata de laboratorio. 
- Evitar el contacto (incluso llevando guantes), con los ojos, la piel y la boca 
- Si se tienen heridas no trabajarlo 
- No comer ni beber en las zonas de trabajo 
- Mantener los recipientes que contienen Bromuro de etidio cerrados en todo 
momento 
- No inhalar la sustancia 
- Evítese la generación de vapores/aerosoles 
 
Posteriormente al uso del bromuro la disposición de los desechos debe realizarse de la 
siguiente manera: 
- Inactivar el buffer que contenga Bromuro de etidio por medio de un sistema de 
filtración con carbón activado. 
- El buffer filtrado debe depositarse en un recipiente para su desecho como residuo 
químico que reviste peligrosidad. 
- El carbón activado utilizado para el filtrado debe ser rotulado como residuo 
peligroso 
- Eliminar todo el material contaminado con bromuro de etidio (guantes, geles de 
agarosa, papel filtro, puntas, etc) en los recipientes indicados para residuos con 
bromuro de etidio. 
 
Por ultimo debe realizarse una limpieza del área de trabajo  
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y la disposición de los materiales empleados debe ser en los recipientes indicados para 
residuos con Bromuro de etidio 
 
